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Resumo 
 
 
 
Os biofármacos, particularmente os anticorpos, têm-se demonstrado 
bastante eficazes no tratamento de várias doenças, tais como esclerose 
múltipla, Alzheimer ou cancro. Os anticorpos presentes na gema de 
ovo, nomeadamente a imunoglobulina Y (IgY), são uma possível 
alternativa aos anticorpos de mamíferos (IgG), uma vez que 
desempenham uma função semelhante e podem ser obtidos em grande 
quantidade, sem a utilização de técnicas invasivas. Apesar das 
vantagens apresentadas, o custo de produção de IgY com elevado grau 
de pureza, exigido pela indústria farmacêutica, continua a ser muito 
elevado devido à inexistência de um método eficaz para a extração 
seletiva e posterior purificação destes anticorpos. Assim, neste 
trabalho, estudaram-se sistemas aquosos bifásicos (SAB) constituídos 
por polímero e tampão fosfato/ácido cítrico (a diferentes valores de 
pH), como uma técnica alternativa de extração e purificação de IgY a 
partir da gema de ovo, tendo sido avaliado o efeito da variação do pH. 
De entre os vários SAB avaliados, os que permitiram melhores 
resultados em termos de extração seletiva e de purificação da IgY 
foram os SAB constituídos por polietilenoglicol (PEG) com uma 
massa molecular de 10 kDa e por tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 4,5 
(fator de purificação de 73,8 %). De acordo com os resultados obtidos 
pode-se constatar que o pH do tampão tem influência na partição das 
proteínas, sendo que quando o pH aumenta, a quantidade total de 
proteínas que vão para a fase superior também aumenta. No entanto, 
a purificação total da IgY não foi alcançada num único passo de 
extração. 
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Abstract 
 
 
 
Biopharmaceuticals, particularly antibodies, have demonstrated to be 
quite effective in the treatment of various diseases, such as multiple 
sclerosis, Alzheimer’s disease or cancer. The antibodies found in egg 
yolk, and in particular immunoglobulin Y (IgY), are a possible 
alternative to mammalian antibodies (IgG), once they perform a 
similar function and can be obtained in large quantities without the 
use of invasive techniques. Despite these advantages, the production 
cost of IgY with high purity, as demanded by the pharmaceutical 
industry, still remains high due to the absence of a cost-effective 
purification method for IgY. Therefore, in this work, aqueous biphasic 
systems (ABS) composed of a polymer and phosphate/citric acid 
buffer (at diferente pH values) were studied as an alternative technique 
for the selective extraction and purification of IgY from egg yolk, with 
the effect of pH being evaluated. Amongst the several ABS 
investigated, the best results on the selective extraction and 
purification of IgY were obtained with an ABS composed of 
polyethylene glycol (PEG) with a molecular mass of 10 kDa and the 
buffer K2HPO4/C6H8O7 at pH 4.5 (with a purification factor of 73.8 
%). According to the obtained results, it was found that the pH of the 
medium largely influences in proteins partitioning, since when the pH 
increases, the amount of total proteins that migrate to top phase also 
increases. However, the complete purification of IgY was not 
achieved in a single step. 
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1.1. Âmbito e objetivos 
Os biofármacos são produtos de base biológica que podem incluir proteínas 
recombinantes, ácidos nucleicos e anticorpos. Estes produtos têm surgido como alternativa 
aos fármacos mais convencionais, sendo aplicados em diferentes áreas médicas, como na 
oncologia, e na terapia de doenças autoimunes, cardiovasculares, inflamatórias e 
neurológicas [1].  
A capacidade dos anticorpos de se ligarem a um antigénio com elevada afinidade e 
especificidade levou à sua utilização em inúmeras aplicações científicas e medicinais [2]. 
Deste modo, nos últimos anos, tem-se observado um aumento do potencial comercial dos 
anticorpos como agentes terapêuticos. Contudo, o custo de produção de anticorpos com 
elevada pureza, nomeadamente a imunoglobulina Y (IgY, anticorpo presente na gema de 
ovo), continua a ser muito superior à de outras terapias, devido à inexistência de um método 
de purificação eficaz e rentável [2]. 
Assim, o principal objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento de uma 
plataforma alternativa para a extração seletiva e posterior purificação de IgY a partir da gema 
do ovo de galinha. O interesse na purificação de IgY surge pelo facto de estes anticorpos 
poderem ser utilizados para fins de diagnóstico ou terapêuticos e por apresentarem vantagens 
face aos anticorpos provenientes de mamíferos, como a sua elevada quantidade, e dado 
poderem ser obtidos por técnicas não-invasivas, entre outras [3]. No entanto, e apesar das 
suas vantagens, a IgY apenas representa 2 % do total de anticorpos policlonais produzidos 
em todo o mundo. Esta baixa percentagem deve-se particularmente às elevadas dificuldades 
de separação e purificação da IgY a partir da matriz complexa que é a gema de ovo, e que é 
essencialmente constituída por lipoproteínas [2,3]. 
Têm sido utilizadas algumas técnicas convencionais na extração e purificação da IgY, 
como a eletroforese (SDS-PAGE), a cromatografia de afinidade ou a precipitação com sais 
[4]. Contudo, estas técnicas são demoradas e apresentam um baixo rendimento em IgY, 
sendo por isso necessário encontrar técnicas alternativas que sejam mais eficientes, de baixo 
custo e facilmente ampliáveis. 
Nos últimos anos, os sistemas aquosos bifásicos (SAB) têm revelado um enorme 
potencial como novas técnicas de extração e purificação de biomoléculas, mantendo as 
características funcionais destas moléculas inalteráveis [5]. Deste modo, os SAB 
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apresentam-se como uma técnica alternativa para a extração e separação de IgY a partir da 
gema de ovo. 
Neste trabalho foram estudados sistemas aquosos bifásicos constituídos por polietileno 
glicol (PEG) e soluções de tampão K2HPO4/C6H8O7, a diferentes pHs, de forma a verificar 
o impacto do pH na eficiência de extração/purificação da IgY, uma vez que na maioria dos 
estudos reportados, o pH é descrito como sendo o fator mais influente na extração e 
purificação da IgY [6–8].  
 
 
1.2. Anticorpos 
As imunoglobulinas, também denominadas de anticorpos, são glicoproteínas presentes 
no plasma ou em fluidos extracelulares produzidos em resposta a moléculas ou organismos 
estranhos ao hospedeiro, de forma a neutralizá-los e/ou eliminá-los. Os anticorpos integram 
o sistema imunológico e representam aproximadamente 20% das proteínas do plasma em 
seres humanos [9,10]. 
Os anticorpos podem ser monoclonais (mAbs) ou policlonais (pAbs), sendo que 
atualmente os mais utilizados para diagnóstico e tratamento de doenças, tanto policlonais 
como monoclonais, são provenientes de mamíferos [11]. A produção destes anticorpos 
requer o uso de animais de laboratório, como por exemplo ratos para produção de anticorpos 
monoclonais e coelhos para a produção de policlonais [11]. Contudo, devido à dificuldade 
de obtenção de grandes quantidades de sangue, torna-se difícil a sua utilização a nível 
industrial. Deste modo, surge o interesse pela IgY, um anticorpo policlonal cuja obtenção a 
partir da gema de ovo não requer a utilização de técnicas invasivas [2]. 
É importante distinguir anticorpos monoclonais de policlonais. As diferenças entre estes 
determinam as limitações da sua utilização [12]. Os anticorpos monoclonais são produzidos 
somente por um único clone de linfócitos B e são altamente específicos uma vez que 
interagem somente com uma única substância específica. A utilização deste tipo de 
anticorpos representa uma grande vantagem, particularmente em aplicações terapêuticas 
[10,12]. Devido à sua elevada especificidade, os mAbs são extremamente eficientes na 
purificação de misturas de moléculas. Contudo, a homogeneidade dos anticorpos 
monoclonais faz com que estes sejam menos tolerantes à desnaturação, por variações de 
temperatura ou de pH, do que os anticorpos policlonais [12]. Em contraste, os anticorpos 
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policlonais têm a capacidade de se ligarem a diferentes substâncias [10,12]. Estes anticorpos 
são frequentemente utilizados em técnicas imunoquímicas para a deteção de proteínas 
desnaturadas [10,12]. Na Tabela 1 estão descritos alguns biofármacos, nos quais são 
utilizados anticorpos para diferentes tipos de aplicações terapêuticas. 
Tabela 1. Biofármacos à base de anticorpos já aprovados para diferentes aplicações [13,14].  
Biofármaco Ano de aprovação Indicações de utilização 
 
Orthoclone OKT® 3 1986 
Para tratamento de rejeições em 
transplante de órgãos 
 
Panorex® (aprovado 
apenas na Alemanha) 
1995 Cancro colo-rectal 
 
Rituxan® 1997 Linfoma não Hodgkin (LNH) 
 
Herceptin® 1998 Cancro da mama 
 
Remicade® 1998 
Doença de Crohn 
Doenças inflamatórias (particularmente 
distúrbios autoimunes)  
 
Synagis® 1998 Doenças respiratórias virais 
 
Mylotarg® 2000 
Quimioterapia para leucemia 
mieloide aguda (LMA) 
 
Campath® 2001 Leucemia linfocítica crónica (LLC) 
 
Zevalin® 2002 Leucemia linfocítica crónica (LLC) 
 
Xolair® (aprovado 
apenas na Australia) 
2003 Para tratamento de alergias 
 
CytoGam® 2001 Toxicidade da digoxina 
 
Gammagard® (a) 2005 
Tratamento de distúrbios de 
imunodeficiência primária associada 
com defeitos na imunidade humoral 
 
Avastin® 2004 
Tratamento de primeira linha de 
cancro colo-rectal  
 
Humira® 2002 Artrite reumatoide 
 
Soliris® 2007 
Primeiro produto utilizado para o 
tratamento de hemoglobinúria 
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paroxística noturna, um caso raro de 
desordem no sangue 
(a) – Utiliza um anticorpo policlonal 
 
Em 2009, existiam 22 anticorpos monoclonais aprovados nos Estados Unidos para 
aplicações clínicas, sendo a maioria deles utilizados em tratamentos de cancro e doenças 
associadas ao sistema imunitário [14]. Em julho de 2014, o número de mAbs aprovados era 
já de 43, sendo que muitos mais estavam em desenvolvimento e em ensaios clínicos, 
demonstrando que esta indústria continua em constante crescimento [15]. Para além dos 
anticorpos monoclonais, também a importância dos anticorpos policlonais nesta indústria 
tem crescido ao longo dos últimos anos [16]. 
 
 
1.2.1. Estrutura e especificidade dos anticorpos 
Todas as imunoglobulinas, independentemente da sua especificidade, têm uma estrutura 
comum com quatro cadeias polipeptídicas. A imunoglobulina G (IgG) é o anticorpo mais 
abundante no soro de mamíferos, sendo constituída por duas cadeias pesadas (~55 kDa) e 
duas cadeias leves idênticas (~25 kDa) [10]. As cadeias pesadas (H) e as cadeias leves (L) 
são unidas por ligações dissulfureto, sendo a molécula resultante representada num esquema 
em forma de Y com aproximadamente 150 kDa (Figura 1). Todas as cadeias contêm regiões 
variáveis (V) e constantes (C), sendo que as regiões variáveis são únicas, tanto nas cadeias 
leves como nas cadeias pesadas. As ligações dissulfureto estão localizadas numa região da 
cadeia pesada com flexibilidade, conhecida como hinge, que está exposta a clivagem 
enzimática ou química [9,10]. 
As diferentes classes de anticorpos são diferenciadas pela sua estrutura e função 
imunológica, sendo que as sequências proteicas responsáveis por estas diferenças se 
encontram no fragmento Fc [10,17,18].  
 7 
 
Figura 1. Estrutura de um anticorpo. Esquema em forma de Y onde: Fab – fragmento de ligação ao 
antigénio; Fc – fragmento cristalizável; CL – domínio constante da cadeia leve; CH – domínio constante da 
cadeia pesada; VL – domínio variável da cadeia leve; VH – domínio variável da cadeia pesada. Adaptado de 
[19]. 
 
A especificidade da resposta dos anticorpos é mediada por células T e/ou B através de 
recetores associados à membrana que se ligam ao antigénio. Após esta ligação e a receção 
de vários outros sinais de ativação, os linfócitos B dividem-se originando células B de 
memória. Estas permanecem latentes até que sejam ativadas por um antigénio específico. Os 
antigénios são altamente complexos, apresentando diversos epítopos (locais reconhecidos 
pelos anticorpos), sendo reconhecidos por um grande número de linfócitos [9]. 
 
 
1.3. Imunoglobulina Y: estrutura e propriedades moleculares 
As ϒ-livetinas são proteínas secretadas do plasma sanguíneo durante a formação do ovo. 
Estas proteínas são as imunoglobulinas do ovo, e encontram-se divididas em três classes: 
IgY, IgA e IgM [3,20]. A imunoglobulina Y (IgY) é concentrada na gema, enquanto as 
imunoglobulinas A e M (IgA e IgM) e outras proteínas encontram-se predominantemente na 
clara [21]. As IgA e IgM encontradas no ovo são similares às imunoglobulinas IgA e IgM 
dos mamíferos, enquanto a IgY corresponde à imunoglobulina G (IgG), não havendo 
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nenhuma imunoglobulina no ovo equivalente à imunoglobulina E (IgE) ou imunoglobulina 
D (IgD) presentes nos mamíferos [2,22]. 
Embora possuam uma função semelhante, a estrutura da IgY é significativamente 
diferente da IgG dos mamíferos (Figura 2). Apesar, de tal como a IgG, apresentar duas 
cadeias leves (L) e duas cadeias pesadas (H), as suas cadeias pesadas têm uma massa 
molecular de 65 kDa sendo maiores do que as da IgG (~53 kDa); contudo, as cadeias leves 
da IgY (~18,7 kDa) são um pouco menores do que as cadeias leves da IgG (~25 kDa). A IgY 
possui assim uma estrutura com um peso molecular de aproximadamente 180 kDa [2,5].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Estrutura da IgG e da IgY [6]. 
 
A cadeia pesada da IgY tem um domínio variável (VH) e quatro domínios constantes 
(CH1, CH2, CH3 e CH4), em contraste com a IgG de mamíferos que tem três domínios 
constantes (CH1, CH2 e CH3). Uma vez que o fragmento Fc (a porção mais hidrofóbica do 
anticorpo) da IgY é maior do que a da IgG, a molécula de IgY é mais hidrofóbica do que a 
molécula de IgG [11,20]. A IgY, ao contrário da IgG, não contém uma região hinge nem 
resíduos de prolina e glicina entre os domínios CH1-CH2 e CH2-CH3. Estas diferenças 
Região hinge 
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conferem uma flexibilidade limitada à molécula de IgY, havendo uma redução no 
movimento dos braços e um impedimento estereoquímico que afeta a ligação cruzada do 
complexo antigénio-anticorpo [2,21,23].  
Contrariamente ao que acontece com a IgG, a IgY tem baixa afinidade para a ligação com 
as proteínas A e G, o que leva a que processos de purificação utilizados para a IgG 
(cromatografia de afinidade) não sejam aplicáveis à IgY [21]. 
A IgY não reage com os recetores Fc, nem com o fator reumatoide de mamíferos, ao 
contrário da IgG. Deste modo, os falsos-positivos em ensaios imunohistológicos de tecidos 
de mamíferos são significativamente reduzidos, tal como o ruído de fundo, diminuindo 
interferências em imunoensaios, em comparação com ensaios com a IgG [3,21,24]. 
O ponto isoelétrico (pI) da IgY é mais baixo do que o da IgG, encontrando-se entre 5,7 e 
7,6, enquanto o da IgG está entre 6,1 e 8,5 [11,20]. Segundo Shimizu et al. [25] o facto de o 
pI da IgY estar deslocado em cerca de uma unidade para a região ácida pode ser a razão para 
as diferenças de estabilidade entre IgY e a IgG, sendo que a IgY é mais sensível a 
desnaturação a pH baixo. Enquanto a IgY perde cerca de 90 % da sua atividade quando 
incubada durante 2 horas a pH 2, a IgG perde apenas 55 % da sua atividade [21]. 
O estudo da estabilidade da IgY em meios ácidos e alcalinos demonstrou que a IgY é 
relativamente estável entre pH 4 e pH 11 [20]. Contudo, a sua atividade é significativamente 
reduzida a pH 3,5 ou inferior, sendo quase completamente perdida a pH 3, devido a 
alterações conformacionais. Em condições alcalinas, a IgY sofre uma rápida redução de 
atividade acima de pH 12 ou superior [11,20,26]. No entanto, a estabilidade da IgY ao pH 
pode ser melhorada pela adição de estabilizadores, tais como hidratos de carbono [20].  
A estabilidade da IgY foi também testada sob várias condições fisiológicas e de 
processamento. Foi reportado que com o aumento da temperatura e tempo a atividade da IgY 
decresce [20]. Quando aquecida entre 60 °C e 65 °C, a perda de atividade é mínima. No 
entanto, quando a temperatura aplicada é de 70 °C ou superior, durante um período de 15 
minutos, a atividade da IgY é diminuída significativamente [20]. 
Quando se estudou a estabilidade da IgY a diferentes temperaturas de congelamento, foi 
reportado uma perda de cerca de 50 % da sua atividade quando utilizadas temperaturas de -
70 °C durante 12 meses. O mesmo estudo demonstrou que a perda de atividade era mínima 
quando utilizado um congelamento a -20 °C [27]. 
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No que diz respeito ao armazenamento, frações de IgY foram armazenadas em NaCl a 
0,9 % e NaN3 a 4 °C durante mais de 10 anos sem que houvesse qualquer perda de atividade, 
sendo que uma gema de ovo pode ser armazenada a 4 °C com apenas uma pequena perda de 
atividade da IgY, durante pelo menos 6 meses [26].  
Outra característica que difere a IgY e IgG é a quantidade de anticorpo que é possível 
obter. No caso da IgY, essa quantidade pode chegar a 40 000 mg por ano, enquanto que a 
quantidade de IgG é significativamente inferior (1400 mg) devido a ter que ser obtida do 
soro do animal [2]. Na Tabela 2 encontram-se descritas as diferenças mais relevantes entre 
a IgG e a IgY. 
 
Tabela 2. Estrutura e propriedades funcionais da IgG e da IgY [2,28]. 
 
IgG (Coelho) IgY  
Fonte do anticorpo Soro Gema do ovo 
Tipo de anticorpo Policlonal Policlonal 
Quantidade de anticorpo 200 mg/40 mL 100-150 mg/ovo 
Quantidade de anticorpo 
(por ano) 
1400 mg 40 000 mg 
Peso molecular (kDa) 150 180 
Região hinge Sim Não 
Estável a temperaturas 
elevadas (>65°C) 
Sim Não 
Ligação a recetores Fc Sim Não 
Reatividade com a proteína 
A/G 
Sim Não 
Interferência com IgG de 
mamíferos 
Sim Não 
Ponto isoelétrico 6,1-8,5 5,7-7,6 
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1.3.1. Aplicações da IgY 
A distância filogenética entre aves e mamíferos permite produzir IgY contra proteínas 
altamente conservadas de mamíferos. Os anticorpos das aves (IgY) reconhecem epítopos 
diferentes dos de mamíferos o que aumenta o número de anticorpos distintos e 
consequentemente a possibilidade de ligação [29]. 
As aplicações de imunoglobulinas têm vindo a aumentar rapidamente desde que foram 
reportadas as suas propriedades imunomodeladoras e anti-inflamatórias [30]. Estas 
propriedades fazem destas moléculas uma ferramenta preciosa no tratamento de diversas 
doenças que causam deficiências imunitárias humorais ou disfunções no sistema imunitário 
[30]. 
Durante a última década, a IgY foi utilizada como agente de imunoterapia contra agentes 
patogénicos que são difíceis de tratar com os antibióticos tradicionais [31]. A utilização da 
IgY para imunização passiva e de proteção contra agentes patogénicos gastrointestinais em 
seres humanos e em animais também foram amplamente estudados [20,31].  
Atualmente, as imunoglobulinas já são utilizadas para inúmeros fins, tais como 
imunodeficiências primárias, imunodeficiências secundárias (leucemia linfoide crónica), 
síndrome de Kawasaki, entre outros [30]. Em medicina, a IgY também já foi utilizada contra 
várias bactérias e vírus, por exemplo contra a Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria que 
afeta principalmente o sistema respiratório, podendo ser fatal [32–34]. Foi também reportado 
o uso de IgY na terapêutica de úlceras gastroduodenais [17]. O uso de IgY tem sido estudado 
especialmente, em modelos animais, na prevenção e tratamento de doenças infeciosas 
causadas por agentes patogénicos no trato intestinal. Neste caso, os anticorpos são 
geralmente administrados na alimentação [11]. 
Apesar do potencial da IgY ainda não ser totalmente aproveitado, esta pode ser usada 
para diferentes finalidades, como por exemplo em investigação académica, em diagnóstico, 
como ferramenta de purificação ou para a deteção de antigénios [31].  
Na Tabela 3 encontram-se descritas algumas das aplicações da IgY nas mais diversas 
áreas. Tanto em humanos como em animais, a administração de anticorpos específicos é uma 
abordagem atrativa para estabelecer imunidade contra agentes patogénicos virais e 
bacterianos [11]. Por exemplo, a Helicobacter pylori é um agente patogénico humano 
associado ao desenvolvimento de úlceras gástricas e duodenais. A prevenção de doenças 
infeciosas por H. pylori passa pela administração oral de IgY, por exemplo como ingrediente 
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funcional em iogurtes, utilizado pela indústria alimentar [35,36]. Do mesmo modo, a 
administração de IgY como ingrediente em rações previne doenças infeciosas em animais, 
por exemplo pelo Bovine rotavírus [17]. Além disso, a IgY também pode ser aplicada em 
outras áreas, como na indústria cosmética, para tratamento da acne, ou em medicina dentária, 
como elixir para reduzir os níveis de Streptococcus mutans, uma bactéria responsável pelo 
desenvolvimento de cáries em humanos [37]. Outra das aplicações da IgY é na aquacultura, 
contra por exemplo Vibrio anguillarum, uma bactéria gram-negativa que afeta 
principalmente culturas de peixes [38,39]. 
 
Tabela 3. Aplicações da IgY nas diversas áreas. 
Aplicações da IgY 
Antigénio Campo de aplicação Referência 
Streptococcus mutans 
Indústria Alimentar [17,20,35,36] 
Helicobacter pylori 
Bovine rotavirus 
Rações para animais [17] 
Escherichia coli 
Staphylococcus aureus 
Salmonella enteritidis 
Propionibacterium acnes Indústria Cosmética [17] 
Pseudomonas aeruginosa 
Medicina 
 
Human rotavirus [17] 
Helicobacter pylori 
 
Mouse monoclonal Kits de diagnóstico [17] 
Escherichia coli 
Protege contra infeções por K88+, K99+ e 987P+ 
E.coli; 
Encapsulamento do anti-K88+ E.coli IgY para 
reforço da proteção e aumento de peso em 
animais; 
Utilizado para reduzir a ligação O157:H7 in vitro, 
protegendo os ratos contra toxinas. 
[40–43] 
Salmonella spp. 
Quando utilizada em galinhas, reduz a taxa de 
ovos contaminados por Salmonella. 
[20,44] 
Pseudomonas aeruginosa 
Evita ou reduz a colonização nos pulmões de 
pacientes com fibrose cística a longo prazo. 
[20,32–34] 
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Helicobacter pylori 
Reduz o crescimento bacteriano, a atividade da 
urease e as lesões na mucosa gástrica; 
Quando incorporado em iogurtes, suprime a 
infeção de humanos por H. pylori. 
[20,36,45] 
Porphyromonas 
gingivalis and 
Streptococcus mutans 
Quando aplicado nos dentes de pacientes com 
periodontite, reduz os níveis de P. gingivalis; 
Quando usado como elixir para lavar a boca, 
reduz os níveis de S. mutans; 
O uso de IgY contra a glucosyltransferase de S. 
mutans reduziu a incidência de cáries dentárias 
em ratos. 
[20,37,46,47] 
Yersinia ruckeri 
Quando utilizado na truta arco-íris, reduz as 
infeções e a mortalidade. 
[20,39] 
Vibrio anguillarum Protege as trutas arco-íris contra vibriose [20,38] 
 
 
 
1.3.1.1. Imunização passiva 
A imunidade passiva refere-se ao processo de fornecimento de anticorpos pré-formados 
para a proteção contra infeções, oferecendo proteção imediata, mas de curta duração (de 
algumas semanas até 4 meses) [20]. Este tipo de imunidade pode ser classificado como 
natural ou adquirida [48]. A imunidade passiva natural é aquela que é transferida da mãe 
para os seus descendentes, conferindo proteção aos recém-nascidos até que estes possam 
desenvolver a sua própria resposta imune. Nos seres humanos, os anticorpos maternos (IgG) 
são transferidos a partir da mãe para o feto durante a gravidez e posteriormente ao recém-
nascido através do leite (IgA) [20]. Em contraste, a imunidade passiva adquirida envolve a 
obtenção de anticorpos específicos de antigénios a partir de uma outra fonte (indivíduo ou 
animal imune) e administrando-o para proteger indivíduos não imunes [48]. A transferência 
de anticorpos pode ser efetuada através de vias sistémicas, por via intravenosa (vacinas) ou 
por via oral [43]. 
Os ovos de galinha são uma excelente fonte de anticorpos que podem ser utilizados para 
aplicações de imunização passiva [20]. Na Figura 3 está representado um esquema da 
imunização de galinhas com o antigénio de H. pylori, tendo sido reportado elevados níveis 
de anticorpo na gema de ovo e posteriormente verificada a sua eficiência [17]. 
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Figura 3. Esquema de purificação de IgY contra Helicobacter pylori. Adaptado de [17]. 
 
Existem vantagens em utilizar galinhas na produção de anticorpos para aplicações de 
imunoterapia passiva, uma vez que estas apresentam elevadas quantidades de anticorpos 
específicos, e sendo portanto mais económico [20]. Nakai et al. [49] estimou que a 
produtividade de anticorpos a partir da gema de ovo era quase 18 vezes superior à obtida a 
partir de coelhos. Além disso, a produção de anticorpos com recurso a galinhas apenas exige 
a coleta diária de ovos em vez da coleta de sangue em mamíferos, sendo por isso menos 
invasiva [20]. 
A vacinação de galinhas, a recolha automatizada e o processamento dos ovos já é utilizada 
em escala industrial, possibilitando, deste modo, a produção viável de IgY específicos em 
larga escala [20]. 
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1.4. Métodos de extração e purificação de proteínas 
As técnicas de purificação de proteínas têm sido desenvolvidas em paralelo com a 
descoberta de novas proteínas [50]. Cada proteína tem características únicas, como por 
exemplo a sequência, o tamanho, a forma, a solubilidade, o ponto isoelétrico ou a 
estabilidade térmica, sendo necessário traçar uma estratégia única para a purificação de cada 
proteína [51]. 
 
 
1.4.1. Tecnologias para a purificação de proteínas em larga escala 
Quando se pretende purificar proteínas em larga escala, deve-se começar por ter em conta 
a localização da proteína de interesse, ou seja, se esta é intra ou extracelular. No caso de ser 
intracelular, deve recorrer-se a um processo de lise ou de disrupção celular, de modo a 
libertar o conteúdo celular de interesse. Para isso podem ser utilizados métodos químicos 
(detergentes, solventes, enzimas, soluções de ácidos ou bases) ou físicos (moinhos de bolas, 
frenchpress ou ultrassons). Muitos dos métodos químicos utilizados levam à desnaturação 
das proteínas, sendo muitas vezes só utilizados em último recurso [52].  
A purificação de proteínas pode ser feita com recurso a métodos cromatográficos, ou não 
cromatográficos, como por exemplo a precipitação, a extração líquido-líquido ou métodos 
de filtração. Os métodos mais comuns de purificação de proteínas envolvem técnicas 
cromatográficas, mas geralmente estes são realizados após um ou mais métodos não 
cromatográficos de modo a concentrar a fração proteica, uma vez que os métodos 
cromatográficos são mais caros e devem ser utilizados quando a fração proteica está 
concentrada [50,52].  
 
1.4.1.1. Técnicas de precipitação 
A precipitação é uma técnica importante, uma vez que permite concentrar o produto num 
sólido, reduzindo o volume do processo ao máximo, beneficiando nos subsequentes passos 
de purificação [53]. Existem diversos protocolos para a precipitação de proteínas, podendo-
se variar o pH e a temperatura, ou adicionarem-se sais ou solventes orgânicos [51].  
As técnicas de precipitação podem ser divididas em dois grupos: as que reduzem a 
solubilidade da proteína por modificação da solução (adição de sais em concentrações 
elevadas, de solventes orgânicos ou de polímeros não iónicos); ou as que reduzem a 
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solubilidade por alterações na proteína (mudança da carga pela adição de ácidos e bases, ou 
pelo uso de agentes que interagem com a proteína) [51]. O uso de sulfato de amónio e 
polímeros, normalmente (NH4)2SO4 e PEG, são os agentes de precipitação mais utilizados 
em proteínas [51]. 
Um exemplo da utilização da precipitação para a extração e purificação de proteínas foi 
dado por Polson et al. [54] em 1980, quando utilizaram PEG para purificar anticorpos a 
partir da gema de ovo de galinhas imunizadas com vários vírus de plantas. Nesse estudo, foi 
utilizado 3,5 % de polímero para separar os lípidos das livetinas, seguido da precipitação de 
IgY com 12 % de PEG [54]. 
 
 
1.4.1.2. Técnicas de extração líquido-líquido 
A extração do tipo líquido-líquido é uma das técnicas mais utilizadas para a purificação 
e/ou concentração de proteínas, sendo um processo que se baseia na partição da proteína 
entre dois líquidos imiscíveis ou parcialmente imiscíveis [52,55].  
A eficiência das extrações do tipo líquido-líquido depende da afinidade da proteína para 
o solvente de extração, da razão entre as fases e do número de extrações ou etapas realizadas. 
Esta técnica apresenta diversas vantagens, como a sua simplicidade e a possibilidade de 
poderem ser utilizados inúmeros solventes disponíveis comercialmente, resultando numa 
ampla gama de solubilidade e de seletividade. Apesar das vantagens, este tipo de extrações 
também apresenta desvantagens, tais como a baixa extração de proteínas que tenham alta 
afinidade para a água por solventes orgânicos. Estes solventes orgânicos são, no entanto, 
normalmente tóxicos e podem formar emulsões. Além disso, estes compostos levam muitas 
vezes à desnaturação das proteínas. Apesar das desvantagens destacadas, esta técnica é 
bastante utilizada uma vez que permite a obtenção de extratos limpos com alta seletividade 
[55]. Os solventes mais utilizados neste tipo de extrações são o hexano, o tolueno, o 
diclorometano e o éter etílico [55]. 
Os sistemas aquosos bifásicos são um caso particular de extrações do tipo líquido-líquido, 
tendo vindo a ser utilizados na recuperação de produtos biológicos [16]. Estes sistemas são 
formados pela combinação de solutos hidrofílicos (dois polímeros ou um polímero e um sal) 
que em solução aquosa formam duas fases acima de determinadas concentrações [56].  
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Quando os SAB são utilizados para extração e purificação de biomoléculas, simples 
variações em certas condições experimentais (como o pH, a força iónica e o peso molecular 
do polímero) permitem que seja obtido um bom rendimento e uma boa purificação [16]. A 
aplicação prática dos SAB tem sido demonstrada em muitos casos, incluindo em aplicações 
ao nível industrial, tendo sido obtidos excelentes níveis de pureza e de rendimento. Alguns 
exemplos disso são a purificação da α-amilase, a purificação de quimosina a partir de 
Aspergillus recombinante ou a purificação de anticorpos monoclonais [57]. 
 
 
1.4.1.3. Técnicas cromatográficas 
Após a concentração das proteínas, devem seguir-se técnicas de separação parcial, como 
a cromatografia. A cromatografia é uma técnica de fracionamento do soluto que se baseia na 
distribuição dinâmica de moléculas entre duas fases: uma móvel e uma estacionária. A fase 
estacionária é caracterizada por partículas empacotadas no interior de uma coluna, enquanto 
a fase móvel é aquela que passa pela coluna, normalmente a uma velocidade fixa, e na qual 
se injeta a amostra que contém as proteínas a separar. A velocidade a que as moléculas vão 
percorrer a coluna vai depender das interações com a fase estacionária (quanto maiores as 
interações, menor a velocidade) [52,58].  
Existem vários tipos de cromatografia: cromatografia de exclusão molecular; 
cromatografia de permuta iónica; cromatografia de afinidade; cromatografia líquida de alta 
eficiência (muitas vezes denominada de cromatografia líquida de alta pressão). O método 
escolhido para a purificação de proteínas depende das propriedades da mesma [52,58].  
A cromatografia de exclusão molecular (ou cromatografia por filtração em gel) baseia-se 
no uso de uma fase estacionária contendo poros inertes que separam as proteínas de acordo 
com o seu tamanho. As moléculas mais pequenas, permanecem mais tempo no interior dos 
poros (são retidas) do que as de tamanho maior. Existe uma vasta variedade de géis com 
diferentes gamas de pesos moleculares disponíveis. Cada coluna deve especificar o intervalo 
de pesos moleculares adequado, sendo o limite o peso molecular máximo que a técnica 
permite resolver (acima deste valor as moléculas deslocam-se todas à mesma velocidade) 
[50,52,58].  
A cromatografia de permuta iónica separa as proteínas com base na sua carga. Este 
método utiliza essencialmente dois tipos de suportes: dietilaminoetilo (DEAE) de celulose 
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(resina carregada positivamente) e a carboximetil (CM) de celulose (resina carregada 
negativamente). As resinas carregadas positivamente são utilizadas para separar proteínas 
com carga negativa e as resinas carregadas negativamente para separar proteínas com carga 
positiva, sendo que as moléculas que apresentam carga igual à da resina são eluídas primeiro. 
As proteínas com carga oposta à da coluna e que ficaram ligadas à resina são removidas por 
mudança do pH ou pela adição de soluções com elevadas concentrações de sal, como o NaCl 
[50,52,58].  
A cromatografia de afinidade é uma técnica que utiliza a elevada especificidade de 
proteínas para grupos químicos específicos (ligando) e que se ligam à matriz de 
cromatografia. Apenas as proteínas com elevada afinidade para o ligando é que se ligam à 
matriz da coluna. As proteínas que ficam ligadas à matriz são eluídas pela adição de um 
tampão que contém uma elevada concentração de ligando solúvel [50,58]. 
Na Figura 4 está representado um esquema dos três tipos de cromatografias acima 
mencionados. 
 
Figura 4. Mecanismos de separação por cromatografia [52]. 
 
A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) baseia-se na utilização de bombas para 
fazer passar um solvente líquido pressurizado através de uma coluna constituída por material 
adsorvente sólido. Os componentes da amostra, juntamente com o solvente, passam pela 
coluna e interagem de forma diferente com o material adsorvente, originando diferentes 
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taxas de fluxo, e uma separação dos componentes à medida que fluem para fora da coluna. 
O líquido pressurizado é geralmente uma mistura de solventes (por exemplo água/metanol) 
que é designada de fase móvel [59,60].  
Esta técnica é particularmente popular devido ao seu elevado poder de resolução para 
separar misturas de compostos [59,60]. O uso de temperaturas e pressões mais elevadas 
permitem uma redução do tempo de separação aumentando a eficiência da coluna. 
Comparando a eficiência de uma separação à temperatura ambiente e a 689 bar com uma 
separação à mesma pressão, mas a uma temperatura de 80 °C, o tempo de separação passa 
de 6,5 minutos para 1,8 minutos, respetivamente. Já quando se compara o aumento da 
temperatura e da pressão (80 °C e 2413 bar) o tempo necessário para a separação é reduzido 
para apenas 33 segundos [61].  
 
 
 
1.4.2. Métodos de extração e purificação da IgY 
Existem muitas dificuldades na extração da IgY da gema de ovo, sendo o primeiro desafio 
a separação das lipoproteínas da fração de proteínas solúveis em água (FPSA) [2]. Na década 
de 50 foram descritos vários métodos para a purificação de IgY, baseando-se na separação 
das FPSA (livetinas) das lipoproteínas (lipovitelinas) e dos restantes lípidos da gema [2,26]. 
Em geral, os métodos de purificação de IgY utilizados podem ser divididos em três grupos: 
métodos de precipitação, métodos cromatográficos e de ultrafiltração [62]. Contudo, estas 
técnicas requerem bastante tempo e possuem baixos rendimentos, obtendo-se produtos com 
baixos fatores de pureza [4]. 
Os métodos de purificação descritos anteriormente geralmente consistem em duas etapas. 
Numa primeira fase, a FPSA que contém IgY é separada da fração lipídica, composta 
essencialmente por lípidos e lipoproteínas [3]. Para remover as lipoproteínas da FPSA, os 
métodos utilizados incluem diluições simples da gema em água, a utilização de gomas de 
grau alimentar (alginato de sódio, o λ-carragenina ou a xantana), a adição de agentes 
precipitantes (polietilenoglicol, sulfato de dextrano, solventes orgânicos), ciclos de 
congelamento/descongelamento da gema diluída, e etapas de centrifugação ou filtração 
[7,63]. A segunda fase de purificação consiste na separação da IgY das restantes proteínas 
solúveis. Neste sentido, vários métodos têm sido estudados de forma a alcançar elevados 
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fatores de purificação [3,7]. Estes incluem métodos de precipitação com sais (sulfato de 
amónio ou sulfato de sódio), precipitações com álcoois e outros métodos, como 
cromatografias de filtração em gel, de permuta iónica ou de afinidade [63]. 
A extração e purificação da IgY pode ser afetada por vários fatores, como o pH, a 
temperatura, o fator de diluição da gema e a força iónica [64]. Meulenaer et al. [3] reportou 
que quando utilizados valores mais baixos de pH (5,0-5,2), mais lípidos eram removidos da 
FPSA. Por outro lado, fatores de diluição da gema de ovo elevados levaram a perdas de 
proteínas da FPSA [3]. Foi também reportado que quanto menor a força iónica, melhor era 
a agregação dos lípidos, logo melhor era a sua remoção [3]. Este princípio suporta vários 
métodos de purificação como a diluição simples em água, que se baseia no uso de baixos 
valores de força iónica para promover a agregação das lipoproteínas [4,64]. Para estes 
métodos, a otimização do pH e de outras condições operacionais, permitiu um aumento na 
recuperação de IgY até 90 % [64]. 
O uso de sistemas aquosos bifásicos compostos por fosfato e Triton X-100 (surfactante) 
também já foi testado para a extração de IgY [65]. Quando adicionado PEG a este sistema, 
foi observada a formação de uma terceira fase entre a fase de topo e a fase de fundo. Neste 
sistema, assumiu-se que a IgY estaria contida na fase enriquecida em PEG, os lípidos na fase 
enriquecida em Triton X-100 e as restantes proteínas na fase enriquecida em sais de fosfato 
[65]. Contudo, este método seria mais aconselhado para uma primeira etapa, para a remoção 
da fração lipídica, devido ao elevado rendimento alcançado [65]. No entanto, na maioria dos 
estudos relatados na literatura, o SDS-PAGE é a principal técnica utilizada para confirmar a 
presença da IgY nas diferentes etapas do processo de purificação [4,62,66–68]. 
Estimuladas por esta crescente necessidade de uma metodologia eficiente para a 
purificação de IgY, várias empresas desenvolveram kits comerciais com essa finalidade. 
Dois dos mais conhecidos (Eggcellent da Thermo Pierce e o Promega da EGGstract) 
baseiam-se numa etapa de remoção de lípidos seguida de uma precipitação para a purificação 
da IgY [68]. Contudo, embora estes kits sejam de fácil utilização, o seu custo é elevado, 
principalmente dados os rendimentos obtidos. Além disso, não existem opções disponíveis 
para o seu uso a nível industrial [68]. 
Todos os métodos descritos anteriormente têm em comum a recuperação e purificação da 
IgY a partir da gema de ovo nativa, sendo a IgY o único composto a ser recuperado [69]. 
Embora existam bastantes métodos descritos na literatura para a purificação de IgY, todos 
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eles requerem muito tempo, mão-de-obra intensiva, geram baixos rendimentos e 
representam custos elevados. Para além disso, muitos destes métodos são difíceis de transpor 
para a dimensão industrial [4,68]. 
Na Tabela 4 estão sumariados os métodos utilizados na purificação de IgY, com o 
respetivo rendimento e a pureza de IgY obtida. Em alguns casos também foi mencionado o 
pH durante o processo de purificação estando este indicado na Tabela 4 sempre que possível. 
 
Tabela 4. Comparação dos métodos reportados na literatura para a purificação de IgY. 
Método utilizado 
pH 
Recuperação 
de IgY (%) 
Pureza da 
IgY (%) 
Referência 
Etapa 1 Etapa 2 
Sulfato de amónio 
Sulfato de sódio 
Ultrafiltração (---) (---) >82 [70] 
Diluição em H2O Etanol 6,6 40 >99 [63] 
Diluição em H2O 
Cloreto de 
sódio 
4 89 97 [7] 
PEG 6000 
Sulfato de 
amónio 
(---) 93,6 (---) [71] 
Dextrana azul 2000 
kDa 
Sulfato de 
amónio 
(---) 49,4 (---) [71] 
Clorofórmio  
Sulfato de 
amónio 
(---) 52 (---) [71] 
Diluição em H2O PEG (---) 47 25 [72] 
Sulfato de dextrana 
500000 + CaCl2 
PEG 6 88 >60 [73] 
Ácido 
fosfotúngstico+ 
MgCl2 
PEG 6 86,2 >60 [73] 
Diluição em H2O 
Cromatografia 
de permuta 
catiónica 
5,5 65 60 [74] 
Diluição em H2O 
Cromatografia 
de permuta 
catiónica 
(---) 60-65 60-69 [75] 
Diluição em H2O 
Cromatografia 
de afinidade 
(---) 27 75 [76] 
Diluição em H2O Goma xantana (---) 72 32 [72] 
κ-carragenina(a)+  
pectina(a) + CaCl2 
(NH4)2SO4 (---) 73 80 [68] 
Eggcellent (ThermoPierce)* (---) 66 76 [68] 
EGGstract (Promega)* (---) 22 74 [68] 
Tampão fosfato + PEG + Triton + 
NaCl 
7,6 
71,2 92 [77] 
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SAB (fostato + Triton X-100) (---) >97 (---) [65] 
 
(---) Não determinado 
** kits comerciais de extração de IgY 
(a) Gomas derivadas de plantas  
 
 
De todos os métodos descritos na tabela acima para a purificação de IgY, os que 
apresentam melhor relação entre pureza e recuperação são os que usam a combinação de 
diluição em água/etanol ou diluição em água/cloreto de sódio, apresentando recuperações 
que podem chegar acima dos 80 % e purezas acima de 99 %, tendo estes resultados sido 
verificados por SDS-PAGE. 
Porém, existem alguns métodos utilizados para os quais foram reportadas boas 
percentagens de recuperação, como é o caso do SAB (> 97 %) ou da combinação 
PEG6000/sulfato de amónio (93,6 %). Contudo, em ambos os casos, não foi descrita a 
pureza, sendo por isso impossível avaliar a eficiência destes processos. 
 
 
1.5. Sistemas Aquosos Bifásicos (SAB) 
Os métodos de separação e purificação em processos biotecnológicos geralmente 
requerem um elevado número de etapas, com elevados gastos de energia e consumíveis, 
representando cerca de 60-90 % do custo do produto final [52,78,79]. 
As técnicas cromatográficas são geralmente eleitas na maioria dos processos de 
purificação. Contudo, existem desvantagens associadas ao uso destes métodos, que 
aumentam a necessidade de encontrar técnicas alternativas que complementem as técnicas 
baseadas em cromatografia [80]. Entre as técnicas alternativas estão os sistemas aquosos 
bifásicos (SAB), que são um caso especial de extração líquido-líquido. Esta técnica 
apresenta-se cada vez mais como uma técnica com enorme potencialidade devido às 
vantagens que apresenta: simplicidade e baixo custo, compatibilidade biológica, fácil 
operação e ampliação a nível industrial, alta capacidade de resolução e permite a 
concentração e purificação num único passo [80–82].   
A formação de SAB é conhecida desde o final do século 19, quando Beijerinck [1] 
descobriu que soluções aquosas de gelatina e de agar, ou de gelatina e de amido, quando 
misturadas a uma dada temperatura e concentração, formavam misturas turvas, que em 
repouso, se separavam espontaneamente em duas fases líquidas límpidas. A fase mais densa, 
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era enriquecida em agar (ou amido) e a fase superior era enriquecida em gelatina, sendo que 
a água é componente maioritário em ambas as fases. Posteriormente, foi reportado que amido 
proveniente de diferentes origens (arroz, milho, etc), isto é, possuindo diferentes frações de 
amilose e amilopectina, dava origem a diferentes diagramas de fase [83]. Estes resultados 
mostraram que pequenas alterações nas interações intermoleculares tinham uma grande 
influência sobre as composições das fases em equilíbrio [83,84]. Contudo, os SAB como 
técnica de extração/separação apenas ganharam importância em 1955 com o trabalho de 
Albertson [1]. Albertson descobriu que uma solução concentrada de polímero orgânico, 
como o PEG, e um sal inorgânico, como o fosfato de potássio (K2HPO4), formava duas fases 
líquidas: a maioria do PEG ficava contido na fase superior, enquanto a maioria do sal ficava 
contido na fase inferior [85]. 
Estes sistemas podem ser formados pela mistura de dois polímeros, de um polímero e um 
sal ou por dois sais [57,86]. Os SAB compostos por dois polímeros, a nível industrial, 
tornam-se problemáticos devido à elevada viscosidade que apresentam [83]. Geralmente, 
sistemas compostos por polímero/sal (por exemplo, PEG/fosfato) são eleitos devido às suas 
vantagens, como a baixa viscosidade, o curto tempo de separação de fases e o baixo custo 
[87]. 
Os SAB têm um diagrama de fases único sob determinadas condições, como o pH e a 
temperatura. Existem inúmeras informações contidas nos diagramas de fase, todas 
relacionadas com a minimização da energia livre do sistema. Por exemplo, podemos obter 
as composições globais em que o sistema é monofásico ou bifásico, sendo que estas duas 
regiões estão demarcadas por uma linha denominada de curva binodal. Deste modo, é 
possível saber-se as concentrações necessárias para formar o sistema líquido-líquido crucial 
para a separação das biomoléculas. No exemplo dado na Figura 5, o diagrama é apresentado 
num diagrama ortogonal onde a composição da água é omitida. Além disso, também estão 
representadas as tie lines, que são linhas retas que ligam pontos do diagrama e que 
representam a composição de cada uma das fases em equilíbrio para um determinado ponto 
da mistura (Figura 5) [84]. O comprimento da tie line é um parâmetro termodinâmico 
importante, sendo geralmente utilizado como variável determinante nos processos de 
partição dos solutos nos SAB [84]. 
A partição de uma determinada molécula entre as duas fases depende de alguns 
parâmetros relacionados com o sistema, tais como o peso molecular/tamanho dos polímeros, 
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a concentração do polímero, a força iónica, o pH, a temperatura, a utilização adicional de 
sais (por exemplo o NaCl), entre outros [57,66]. Existem ainda outras propriedades que 
condicionam a partição preferencial de um determinado composto, como é o caso da 
hidrofobicidade, o tamanho ou área superficial da proteína, a afinidade bioespecífica ou a 
conformação, que podem ser exploradas de modo a que seja alcançada uma separação efetiva 
de uma proteína em particular [57]. 
 
 
Figura 5. Diagrama de fases para sistemas aquosos bifásicos [84]. 
 
Cada uma das fases formadas pelos SAB proporciona ambientes distintos de solvente 
para a proteína alvo. As diferenças entre as interações soluto-solvente nas duas fases levam 
a uma distribuição desigual do soluto, que pode ser quantificada por um coeficiente de 
partição (K). Este coeficiente de partição é definido pela razão entre as concentrações da 
proteína nas duas fases [82].  
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1.5.1. Extração de biomoléculas utilizando SAB 
Os SAB são métodos mais biocompatíveis de separação/purificação de biomoléculas, não 
se observando, geralmente, a desnaturação ou perda da atividade biológica [80]. Este 
fenómeno possivelmente acontece devido a ambas as fases conterem um elevado teor de 
água (70-90 % m/m) [57,66,81]. 
Desde a sua descoberta, os SAB têm sido explorados para a extração/purificação de uma 
grande variedade de biomoléculas tais como: anticorpos, proteínas e enzimas, antibióticos, 
DNA, hormonas, entre outros [80,87,88]. Devido aos resultados obtidos na 
extração/purificação das mais variadas biomoléculas, os sistemas aquosos bifásicos são 
considerados como um método promissor para a purificação de anticorpos a larga escala 
[65].  
Já foram reportados na literatura várias composições de sistemas aquosos bifásicos, para 
a extração e purificação de biomoléculas [65,66,69,81,86–88]. Por exemplo, sistemas 
formados por PEG/sal (PEG/fosfato ou citrato) com a adição de NaCl, têm sido amplamente 
descritos para a purificação de anticorpos monoclonais (mAbs), com recuperações de 88-90 
% e purezas de 70 % [87]. Contudo, quando este tipo de sistemas é utilizado para a extração 
de IgG, alguma desta imunoglobulina é precipitada devido ao elevado teor em sal [87]. 
Assim sendo, é necessária uma dupla extração com SAB, sendo que na primeira é utilizado 
um sistema composto por polímero/polímero e na segunda extração utiliza-se um SAB 
formado por polímero/sal [87]. Na Figura 6 está representado um processo de separação de 
mAbs por dupla extração com SAB, sendo que o primeiro SAB é constituído por 
PEG/Hidroxipropilamido (HPA) e o segundo por PEG/fosfato de sódio. Com este sistema 
em particular, foi reportada uma recuperação de mAb de 87 % e uma pureza de 98 % [87]. 
Rosa et al. [89] estudaram a viabilidade do uso de SAB para a purificação de anticorpos 
humanos a partir de uma mistura de proteínas contendo albumina e mioglobina. Para tal, 
utilizaram um SAB composto por 8 % de PEG 3350, 10 % de tampão fosfato a pH 6 e 15 % 
de NaCl, obtendo um rendimento de 100 % e uma pureza de 99 % [89]. Os mesmos autores 
avaliaram a influência de várias condições experimentais na extração de IgG. Os resultados 
por eles obtidos demonstraram que valores de pH baixo e elevadas concentrações de NaCl 
favorecem a extração de IgG [90].  
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Figura 6. Processo de separação de anticorpos monoclonais (mAb) por dupla extração com SAB [87]. 
 
Devido aos excelentes resultados obtidos utilizando SAB na purificação de IgG, neste 
trabalho foram estudados SAB, constituídos por um polímero e um sal, para extrair e 
purificar IgY a partir da gema de ovo. Também baseado nos resultados reportados, tanto 
para IgG como para IgY, foram utilizados diferentes valores de pH, de modo a verificar de 
que forma este parâmetro influência a eficiência de extração/purificação da IgY. 
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2. Procedimento Experimental 
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2.1. Sistemas ternários: PEG + tampão K2HPO4/C6H8O7 + H2O 
2.1.1. Materiais 
Os SAB estudados neste trabalho foram formados utilizando PEGs de peso molecular de 
10000 g.mol-1, 8000 g.mol-1, 6000 g.mol-1 e 4000 g.mol-1, da Sigma-Aldrich®, e tampão 
composto por ácido cítrico mono-hidratado (C6H8O7.H2O, pureza ≥ 99,5 %) e fosfato de 
potássio dibásico tri-hidratado (K2HPO4.3H2O, pureza ≥ 98 %), ambos da Panreac. O 
tampão foi preparado a diferentes valores de pH, 3,5 (± 0,2), 4,5 (± 0,2), 5,5 (± 0,2), 6,5 (± 
0,2) e 7,5 (± 0,2). A constituição de cada uma das soluções tampão encontra-se no Apêndice  
C – Tabela  C 1. 
A água utilizada em todas as experiências foi duas vezes destilada, sendo passada através 
de um sistema de osmose inversa e adicionalmente tratada com um sistema de purificação 
de água Milli-Q Plus 185. 
 
2.1.2. Procedimento experimental 
2.1.2.1. Diagramas de fase 
A curva binodal de cada diagrama de fase foi determinada através do método cloud point 
[91] a 25 (±1) °C à pressão atmosférica, como é demonstrado na Figura 7. O procedimento 
experimental adotado foi validado com o diagrama do sistema ternário PEG 300 + Na2SO4 
+ H2O previamente reportado na literatura (Anexo A – Figura A 1) [91].  
 
 
 
 
 
 
         
Figura 7. Determinação experimental da curva binodal para o SAB composto por PEG 300 + Na2SO4 + 
H2O: (A) corresponde à adição de Na2SO4 para a deteção do ponto turvo (região bifásica); (B) corresponde à 
adição de H2O para a deteção do ponto limpo (região monofásico). 
 
Para a determinação dos diagramas de fase foram preparadas soluções aquosas dos 
diferentes PEGs a 60 % (m/m) e soluções tampão a 30 % (m/m) para os diferentes valores 
de pH. Procedeu-se à adição gota-a-gota da solução tampão à solução de polímero até ter 
(A) (B) 
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sido detetado uma solução turva, correspondendo à região bifásica; seguindo-se a adição de 
água gota-a-gota até se observar uma solução límpida, correspondendo à região monofásica. 
Este processo foi repetido sucessivamente e sempre sob agitação constante. A composição 
da mistura foi determinada por quantificação do peso de todos os componentes adicionados 
com um grau de incerteza de ± 10-4 g. 
 
2.1.2.2. Determinação das tie-lines 
As tie-lines (TLs) de cada diagrama de fase foram determinadas pelo método 
gravimétrico originalmente descrito por Merchuk et al. [92]. Foi preparada uma mistura 
selecionada na região bifásica com PEG 8000 + tampão K2HPO4/C6H8O7 + H2O, sendo 
posteriormente agitada vigorosamente e deixada em repouso a 25 (±1) °C durante pelo 
menos 4 h de modo a garantir o equilíbrio das fases coexistentes. Após este período, cada 
fase (fase de topo e fase de fundo) foi cuidadosamente separada e pesada. Finalmente, cada 
tie-line foi determinada pela aplicação da regra da alavanca que permite relacionar o peso 
da fase superior e a composição global do sistema. As curvas binodais obtidas 
experimentalmente foram ajustadas usando a Equação 1 [92]: 
 
[PEG] = Aexp[(B[Sal]0.5) − (C[Sal]3)]                                (1) 
 
onde [PEG] e [Sal] são, respectivamente, as percentagens mássicas de PEG e sal e A, B e C 
são constantes obtidas pela regressão. 
Para a determinação das TLs foi resolvido o seguinte sistema composto por quatro 
equações (Equações 2-5) e quatro variáveis ([PEG]PEG, [PEG]Sal, [Sal]PEG e [Sal]Sal): 
 
[PEG]PEG = Aexp[(B[Sal]PEG
0.5 ) − (C[Sal]PEG
3 )]                           (2) 
 
[PEG]Sal = Aexp[(B[Sal]Sal
0.5) − (C[Sal]Sal
3 )]                            (3) 
 
[PEG]PEG =
[PEG]M
α
− (
1− α
α
) [PEG]Sal                             (4) 
 
[Sal]PEG =
[Sal]M
α
− (
1− α
α
) [Sal]Sal                                          (5) 
 
O PEG, Sal e M em subscrito representam a fase de topo, de fundo e de mistura, 
respetivamente. O parâmetro α corresponde à razão entre a massa de topo e a massa total da 
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mistura. A solução do referido sistema dá-nos a concentração de PEG e sal na fase de topo 
e na fase de fundo. Para o cálculo do comprimento das TLs (TLLs) foi aplicado a Equação 
6. 
 
TLLs = √([Sal]PEG −  [Sal]Sal)2 + ([PEG]PEG −  [PEG]Sal)2                           (6) 
 
 
2.2. Purificação de IgY utilizando SAB 
2.2.1. Materiais 
Os ovos frescos utilizados foram fornecidos pelo Dr. Ricardo Pires do Biocant – 
Associação de Transferência de Tecnologia, Cantanhede. 
Para preparar os tampões a pH 3,5 (± 0,2), 4,5 (± 0,2), 5,5 (± 0,2), 6,5 (± 0,2) e 7,5 (± 0,2) 
foram utilizados o ácido cítrico mono-hidratado (C6H8O7.H2O, pureza ≥ 99,5 %) e o fosfato 
de potássio dibásico tri-hidratado (K2HPO4.3H2O, pureza ≥ 98 %), ambos da Panreac. Os 
PEGs de peso molecular 10000 g.mol-1, 8000 g.mol-1, 6000 g.mol-1 e 4000 g.mol-1, foram 
adquiridos na Sigma-Aldrich. Os tampões preparados e os PEGs foram utilizados para 
formar os SAB que serviram como plataforma de purificação. Para a preparação da FPSA 
foi utilizado HCl a 0,5 M (grau de GC, da Fluka). A água utilizada foi duas vezes destilada, 
tendo sido passada através de um sistema de osmose inversa e adicionalmente tratada com 
um sistema de purificação de água Milli-Q Plus 185. 
O material necessário para a análise por SDS-PAGE inclui: dodecil sulfato de sódio, SDS 
(pureza > 98,5 %) da Sigma-Aldrich; tris(hidroximetil)aminometano ((HOCH2)3CNH2, PA) 
da Pronalab; glicerol (pureza de 99,5 %) da Sigma-Aldrich®; azul de bromofenol e ácido 
acético (pureza de 99,8 %), da Merck; ditiotreitol, DTT (pureza de 99 %), da Acros; e 
metanol, grau de HPLC, da Fisher Scientific. A caixa para o gel (AmershamTM ECLTM Gel 
Box), o tampão de corrida (AmershamTM ECLTM Gel Running Buffer (10X)), o gel 
(AmershamTM ECLTM Gel 4-20 %, 10 poços), e o marcador (AmershamTM ECLTM 
Rainbow Molecular Weight Markers) foram adquiridos na GE Healthcare. O Azul Brilhante 
de Coomassie G-250 foi adquirido a partir de Sigma Aldrich.  
Para preparar o tampão fosfato foram utilizados o hidrogenofosfato dissódico hepta 
hidratado (Na2HPO4.7H2O, pureza ≥ 98 %), o dihidrogenofosfato de sódio (NaH2PO4, 
pureza ≥ 99 %) e o cloreto de sódio (NaCl, pureza de 99,5 %), todos da Panreac. 
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 Um kit comercial (ABIN410202) da EggsPure IgY foi utilizado para purificar IgY, 
utilizada para a obtenção das curvas de calibração. 
 
2.2.2. Procedimento experimental 
2.2.2.1. SAB constituído por PEG + tampão K2HPO4/C6H8O7 
Para a obtenção da FPSA a partir da gema de ovo foi adoptado o protocolo descrito por 
Liu et al [4]. A FPSA foi utilizada como a fração aquosa necessária para a formação de todos 
os SAB estudados para a purificação de IgY. 
A composição das misturas ternárias foi escolhida com base nos diagramas de fase 
determinados anteriormente. Cada mistura foi preparada por peso com uma incerteza de ± 
10-4 g, sendo posteriormente agitada vigorosamente e deixada em repouso a 25 (±1) °C 
durante pelo menos 4h de modo a garantir o equilíbrio das fases coexistentes. Após esse 
período, cada fase foi cuidadosamente separada e pesada. Em todas as misturas ternárias 
estudadas, a fase superior corresponde à fase rica em PEG, enquanto a fase inferior 
corresponde à fase rica em sal. 
O teor de proteínas total foi quantificado por SE-HPLC e o perfil proteico de cada uma 
das fases aquosas coexistentes foi analisado por SDS-PAGE. A quantidade de proteína total 
em cada uma das fases foi quantificada e os coeficientes de partição foram determinados.  
 
 
2.2.2.2 Medição de pH 
Os valores de pH das fases aquosas ricas em PEG e ricas em tampão K2HPO4/C6H8O7 
foram medidos a 25 °C, utilizando um medidor 827 pH lab da Metrohm. 
 
2.2.2.4. Cromatografia líquida de alta eficiência (SE-HPLC) 
A quantidade total de cada proteína em cada uma das fases aquosas foi determinada por 
SE-HPLC. Cada fase foi diluída em tampão fosfato (NaH2PO4/Na2HPO4.7H2O), numa razão 
de 1:10 (v/v), antes da injeção. Foi utilizado um HPLC Chromaster (9 Hitachi da VWR) 
acoplado com um detector DAD para a quantificação de IgY. O SE-HPLC foi realizada 
numa coluna analítica Shodex KW – 802.5 (8 x 300 mm),  Lichrospher 100 SE-18 da Merck. 
Foi utilizado o tampão fosfato numa concentração de 100 mM + 0,3 M NaCl foi utilizado 
como fase móvel, tendo sido utilizado uma taxa de fluxo de 0,5 mL.min-1. As temperaturas 
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do forno da coluna e do “autosampler” foram mantidas constantes, a 25 °C e a 10 °C, 
respetivamente. O volume de injeção foi de 25 µL e o comprimento de onda foi fixado a 280 
nm usando um detetor DAD, sendo o tempo de retenção da IgY de 15 min, dentro de um 
tempo de análise de 45 min. Os cromatogramas obtidos foram tratados e analisados 
utilizando o software OriginPro8. A quantificação da IgY foi determinada com o auxílio de 
uma reta de calibração (Anexo B – Figura B 1, B 2 e B 3). Os coeficientes de partição da 
IgY e das proteínas contaminantes, KIgY e KContaminantes, foram determinados de acordo com 
a Equação 7, 
 
KIgY/Contaminantes =  
[IgY/Contaminantes]PEG
[IgY/Contaminantes]Sal
        (7) 
 
onde, [Proteína]PEG e [Proteína]Sal são a concentração de proteína total (IgY ou 
contaminantes) nas fases aquosas de PEG e de sal, respetivamente. A eficiência de extração 
da IgY, EEIgY (%), foi calculada de acordo com a Equação 8, 
 
EEIgY(%) =
𝑚𝑓𝑎𝑠𝑒𝑃𝐸𝐺 × [𝐼𝑔𝑌]𝑃𝐸𝐺
(𝑚𝑓𝑎𝑠𝑒𝑃𝐸𝐺 × [𝐼𝑔𝑌]𝑃𝐸𝐺) + (mfaseSal× [𝐼𝑔𝑌]𝑆𝑎𝑙)
 × 100  (8) 
 
onde, mfasePEG e mfaseSal são a massa da fase de topo e de fundo, respetivamente, e [IgY]PEG e 
[IgY]Sal são a concentração de IgY total nas fases aquosas de PEG e de sal, respetivamente.  
O rendimento de extração da IgY, RIgY (%), foi calculado de acordo com a equação 9, 
 
𝑅𝐼𝑔𝑌(%) =
𝑚𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑃𝐸𝐺 × [𝐼𝑔𝑌]𝑃𝐸𝐺
𝑚𝐹𝑃𝑆𝐴× [𝐼𝑔𝑌]𝐹𝑃𝑆𝐴
× 100  (9) 
 
onde, mfasePEG e mFPSA são a massa da fase de topo e a massa de FPSA adicionada ao sistema, 
respetivamente.  
A pureza da IgY, PurezaIgY (%) na fase superior, foi calculada de acordo com a Equação 
10. 
 
𝑃𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎𝐼𝑔𝑌(%) =
[𝐼𝑔𝑌]𝑃𝐸𝐺
[𝐼𝑔𝑌]𝑃𝐸𝐺+[𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠]𝑃𝐸𝐺
 × 100  (10) 
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As interferências de todos os componentes utilizados para a formação das fases também 
foram verificadas, sendo analisados os controlos correspondentes onde a quantidade de 
FPSA foi substituída por água. 
 
 
2.2.2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio 
(SDS-PAGE) 
O perfil proteico de cada uma das fases aquosas obtidas foi investigado por SDS-PAGE. 
Todas as amostras foram diluídas numa razão de 1:1 num tampão composto por 2,5 mL de 
Tris-HCl 0,5 M, a pH 6,8; 4,0 mL de solução de SDS, a 10 % (m/v); 2,0 mL de glicerol; 2,0 
mg de azul de bromofenol e 310 mg de ditiotreitol (DTT). A solução foi aquecida a 95 °C 
durante 5 minutos para desnaturar as proteínas através da redução das ligações dissulfureto, 
separando, assim, algumas das formas de enovelamento terciário das proteínas e quebrando-
se a estrutura quaternária das mesmas. A eletroforese foi corrida em géis de poliacrilamida 
(empilhamento: 4 % e resolução: 20 %) com um tampão de corrida constituído por 250 mM 
Tris-HCl, 1.92 M glicina e 1% SDS. As proteínas foram coradas com uma solução composta 
por azul brilhante de Coomassie G-250 a 0,1 % (m/v), metanol a 50 % (v/v), ácido acético a 
7 % (v/v) e água 42,9 % (v/v) num agitador orbital a uma velocidade moderada durante toda 
a noite à temperatura ambiente. Os géis foram descorados utilizando uma solução contendo 
ácido acético a 7 % (v/v), metanol a 20 % (v/v) e água 73 % (v/v), num agitador orbital a 
uma velocidade moderada à temperatura ambiente até todo o excesso de corante ser 
removido. O marcador “Rainbow Molecular Weight” da GE Healthcare foi utilizado como 
padrão de proteína. Todos os géis foram analisados através do Image Lab 3.0 (BIO-RAD). 
 
 
2.3. Remoção do polímero da fase do SAB contendo IgY 
2.3.1. Materiais 
Para preparar o tampão fosfato foram utilizados o hidrogenofosfato dissódico hepta 
hidratado (Na2HPO4.7H2O, pureza ≥ 98 %), o dihidrogenofosfato de sódio (NaH2PO4, 
pureza ≥ 99 %) e o cloreto de sódio (NaCl, pureza de 99,5 %), da Panreac.  
As membranas de diálise (D9277-100FT) são da Sigma-Aldrich® e o ácido sulfúrico, grau 
de GC, 0,5 M, da Fluka.  
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Na ultrafiltração foram usados os filtros Vivaspin 500 da Sigma-Aldrich® com um limite 
de peso molecular de 30 kDa e os filtros da Amicon® Ultra 0.5 mL, com um limite de peso 
molecular de 50 kDa (Figura 8). 
A água utilizada foi duas vezes destilada, tendo sido passada através de um sistema de 
osmose inversa e adicionalmente tratada com um sistema de purificação de água Milli-Q 
Plus 185. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Filtros com limite de peso molecular de 50 kDa utilizados na ultrafiltração. 
 
 
2.3.2. Procedimento experimental 
2.3.2.1. Diálise com tampão fosfato (Na2HPO4/NaH2PO4) 
A fase do SAB contendo a proteína de interesse, IgY, foi dialisada com tampão fosfato a 
pH 7,0, com o objetivo de remover o polímero. 
 As membranas de diálise utilizadas tem um cut-off de 14 kDa. Estas foram preparadas 
segundo as indicações do fornecedor. Para tal, as membranas foram previamente lavadas em 
água corrente durante 3-4 horas, e posteriormente tratadas com uma solução de sulfeto de 
sódio a 0,3 % (m/v), a 80 °C durante 1 minutos. De seguida, foram lavadas com água quente 
(60 °C) durante 2 minutos, e acidificadas com uma solução de ácido sulfúrico a 0,2 % (v/v). 
Por fim, foram lavadas com água quente para remover o ácido.  
Cada membrana de diálise foi mergulhada em 50 mL de tampão fosfato a pH 7,0 contendo 
no seu interior 1,5 mL de amostra. Todas as diálises foram realizadas sob agitação constante, 
durante 72 e 96 horas à temperatura ambiente. Os resultados sobram analisados por SE-
HPLC como descrito na secção 2.2.2.4. 
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2.3.2.2. Ultrafiltração  
A fase superior do SAB com os resultados mais promissores e que contém a proteína de 
interesse, IgY, foi ultracentrifugada com o objetivo de remover o polímero que esta continha. 
Para tal, 500 µL da fase superior (FS) foi colocada no interior de cada um dos filtros (filtros 
com limite de peso molecular de 30 kDa e 50 kDa). Estes filtros foram colocados dentro de 
eppendorfs próprios para este efeito e centrifugados a 14.000 x g durante 20 minutos. 
Após cada ciclo de centrifugação, o filtrado (solução no exterior da filtro) foi recolhido e 
ao filtro foi adicionado 250 µL de tampão fosfato. Este procedimento foi repetido até ser 
removido a totalidade do polímero. Por fim, para recuperar a amostra no interior do filtro 
(concentrado), foi adicionado 50 µL de tampão fosfato. No caso dos filtros da Amicon® Ultra 
(50 kDa), o filtro foi invertido dentro de um eppendorf, e centrifugado a 1.000 x g, durante 
2 minutos (Figura 9). No caso dos filtros da Sigma-Aldrich (30 kDa), este procedimento não 
foi possível, tendo o concentrado sido invertido manualmente para outro eppendorf. 
As amostras recolhidas, os filtrados (FU), e os concentrados (CU) foram analisados por 
SE-HPLC como descrito na secção 2.2.2.4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Descrição de processo de ultrafiltração com recurso a filtros de limite de peso molecular de 50 
kDa. 
 
 
 
 
 
14.000 x g 
20 min 
1.000 x g 
2 min 
Filtrado 
Concentrado  
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2.4. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 
As medições de FTIR foram realizadas com um espectrofotómetro Spectrum BX 
(PerkinElmer, EUA). As soluções aquosas foram analisadas num intervalo de comprimento 
de onde de 1700 a 1550 cm-1; resolução de 4 cm-1 e 32 varreduras, numa sala sob condições 
de temperatura (23 °C) e humidade (35 %) controladas. A análise do ajuste da segunda 
derivada da curva Gaussiana da região Amida I foi determinada utilizando o PeakFit v4.0 
(software AISN Inc.). Os cálculos da quantidade percentual das hélices α, folhas β e voltas 
β foram realizadas através do cálculo das proporções das áreas das bandas atribuídas às 
respetivas subestruturas.  
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3. Resultados e discussão 
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3.1. Sistemas ternários: PEG 8000 + tampão K2HPO4/C6H8O7 + H2O 
Neste trabalho foram obtidos novos diagramas de fase ternários para o PEG 8000 + água 
+ tampão fosfato/ácido cítrico, a diferentes valores de pH (3,5; 4,5; 5,5; 6,5 e 7,5), 
determinados a 25 °C e à pressão atmosférica. Os respectivos diagramas estão representados 
na Figura 10. Os valores experimentais detalhados estão apresentados no Apêndice A 
(Tabelas A 1, A 2, A 3, A 4 e A 5). 
Nos SAB estudados, a fase superior corresponde à fase aquosa rica em PEG 8000, 
enquanto a fase inferior é maioritariamente composta por tampão K2HPO4/C6H8O7 e água. 
Na Figura 8 encontra-se representado o efeito do pH do tampão K2HPO4/C6H8O7 na 
formação de SAB.  
Nos diagramas de fase apresentados, a região bifásica encontra-se localizada acima da 
curva de solubilidade. Quanto maior é esta região, maior é a capacidade de se originar uma 
separação líquido-líquido na presença do PEG 8000 em meio aquoso, que por sua vez 
aumenta com o aumento do pH do meio. 
 
 
 
Como esperado, a influência do pH do tampão utilizado nos diagramas de fase é notória. 
Para valores de pH maiores, a separação das fases ocorre a uma concentração mais baixa de 
Figura 10. Avaliação do impacto do pH em sistemas ternários constituídos por PEG 8000 + tampão 
K2HPO4/C6H8O7 + H2O: tampão a pH 3,5 ( ♦ ); tampão a pH 4,5 ( ♦ ); tampão a pH 5,5 ( ♦ ); tampão a pH 
6,5 ( ♦ ); tampão a pH 7,5 ( ♦ ). 
Região bifásica 
Região 
monofásica 
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polímero e de tampão K2HPO4/C6H8O7. Em geral, a capacidade do pH para se formar um 
SAB na presença de PEG diminui na seguinte ordem: pH 7,5 > pH 6,5 > pH 5,5 > pH 4,5 > 
pH 3,5. Foi observada uma tendência semelhante para outros SAB constituídos por 
polímero/sal [93,94]. Este comportamento deve-se ao facto de o tampão utilizado conter 
K2HPO4, que é um agente de salting-out forte e que contém na sua constituição um anião 
(HPO4
2-) que é fortemente hidratado segundo a série de Hofmeister [95]. Com o aumento do 
pH do tampão, há uma maior concentração de K2HPO4 e consequentemente uma maior 
concentração de HPO4
2- na composição do mesmo, aumentando o efeito de salting-out 
provocado pelo anião. Deste modo é favorecida a formação de SAB na presença de PEG. 
Para os sistemas estudados, os dados experimentais das binodais foram posteriormente 
ajustados pela relação empírica descrita pela Equação 1. Os parâmetros da regressão foram 
calculados pelo método dos mínimos quadrados, e os seus valores e correspondentes desvios 
padrão (σ) estão apresentados na Tabela 5. Em geral, foram obtidos bons coeficientes de 
correlação para todos os sistemas, o que indica que estes ajustes podem ser utilizados para 
prever dados de uma determinada região do diagrama de fases em que não se encontrem 
disponíveis resultados experimentais. 
 
Tabela 5. Parâmetros de correlação utilizados para descrever os dados experimentais das binodais pela 
Equação 1. 
pH do tampão A ± σ B ± σ (C ± σ) 105 R2 
3,5 192,4 ± 0,1 -0,54 ± 0,03 1,0 ± 0,8 0,997 
4,5 149,0 ± 5,7 -0,52 ± 0,02 13,4 ± 0,9 0,995 
5,5 126,2 ± 2,8 -0,62 ± 0,01 29,0 ± 1,4 0,995 
6,5 106,9 ± 1,7 -0,59 ± 0,01 66,8 ± 1,9 0,996 
7,5 131,9 ± 2,3 -0,77 ± 0,01 89,9 ± 3,1 0,997 
 
As TLs determinadas experimentalmente, juntamente com o seu respetivo comprimento 
(TLLs), encontram-se na Tabela 6. Um exemplo das TLs obtidas está demonstrado na Figura 
11. Em geral, as TLs são paralelas. 
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Tabela 6. Dados experimentais das TLs e TLLs para SAB constituídos por PEG 8000 + K2HPO4/C6H8O7. 
pH do 
tampão 
Composição em fração mássica (%) 
TLLs 
[PEG]PEG [Sal]PEG [PEG]M [Sal]M [PEG]Sal [Sal]Sal 
3,5 
33,76 10,19 24,53 19,95 2,36 43,37 45,68 
27,07 12,83 14,81 24,85 5,46 34,03 30,27 
4,5 
50,57 4,23 24,68 20,30 0,02 35,61 59,50 
41,62 5,76 16,07 20,04 0,37 28,81 47,26 
5,5 
50,87 2,12 24,74 15,16 0,01 27,51 56,84 
39,96 3,35 14,77 15,18 0,32 21,97 43,80 
6,5 
33,43 3,68 17,98 10,14 0,24 17,56 35,97 
38,48 2,91 10,09 15,15 0,06 19,47 41,84 
7,5 
39,62 2,39 19,82 10,10 0,03 17,81 42,49 
35,95 2,77 10,13 12,24 0,17 15,89 38,12 
 
 
Figura 11. Diagrama de fase para o sistema ternário constituído por PEG 8000 + tampão K2HPO4/C6H8O7 
a pH 6,5 + H2O: dados da curva binodal ( ♦ ); dados das TLs ( ● ); ajuste dos dados da binodal segundo a 
Equação 1 ( ▬ ). 
 
  
Região bifásica 
Região 
monofásica 
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3.1.1. Purificação da IgY utilizando SAB constituídos por PEG 8000 + tampão 
K2HPO4/C6H8O7 
3.1.1.1. Purificação de IgY utilizando 20 % PEG 8000 + 20 % tampão 
K2HPO4/C6H8O7 
Como ponto de partida, foi selecionado um ponto de mistura fixo (20 % polímero + 20 
% tampão a diferentes pHs + 60 % FPSA) para a purificação da IgY. Este ponto de mistura 
encontra-se na região bifásica em todos os diagramas de fase em estudo neste trabalho, como 
é demonstrado na Figura 12. 
 
Figura 12. Localização do ponto fixo de extração escolhido com base nos diagramas de fase em estudo: 
tampão a pH 3,5 ( ♦ ); tampão a pH 4,5 ( ♦ ); tampão a pH 5,5 ( ♦ ); tampão a pH 6,5 ( ♦ ); tampão a pH 7,5 ( 
♦ ); ponto de extração selecionado ( × ).  
 
Na Figura 13 é apresentada a aparência macroscópica das misturas ternárias a diferentes 
valores de pH para o ponto de mistura escolhido. Pela observação da Figura 13, é notório 
que para estes pontos de mistura a fase superior fica turva (do pH 4,5 ao pH 7,5, Figura 13 
(B), (C), (D), (E)), com exceção do sistema a pH 3,5 (Figura 13 (A)) em que existe uma fase 
sólida entre as duas fases aquosas. Este comportamento sugere que alguma da proteína 
presente no SAB sofream precipitação. Apesar da precipitação, as fases aquosas foram 
separadas de modo a determinar o perfil proteico (SDS-PAGE) e a quantidade de IgY e 
contaminantes (SE-HPLC) em cada uma das fases. Estes resultados encontram-se nas 
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Figuras 14 e 15 (SDS-PAGE) e nas Figuras 16 à 21 (SE-HPLC). Na Figura 14 é apresentado 
o perfil proteico da FPSA utilizado na preparação dos SAB, do IgY comercial e os perfis 
proteicos das fases dos SAB realizados a pH 3,5, 4,5 e 5,5. 
 
Figura 13. SAB formados por 20 % de PEG 8000 + 20 % tampão K2HPO4/C6H8O7 + 60 % FPSA: (A) 
tampão a pH 3,5; (B) tampão a pH 4,5; (C) tampão a pH 5,5; (D) tampão a pH 6,5; (E) tampão a pH 7,5. 
 
 
Na Figura 14 (A) é apresentado o perfil cromatográfico, obtido por SDS-PAGE, da IgY 
comercial pura, obtida em condições redutoras. Nestas condições a IgY apresenta duas 
bandas principais de 65 kDa e 25 kDa, que correspondem às cadeias pesadas e às cadeias 
leves, respetivamente. Estas duas bandas são evidentes também na FPSA (Figura 14 (B)), 
no entanto, para esta fração há a presença de outra proteína por volta dos 45 kDa, que 
corresponde à β-livetina, uma proteína presente também na gema de ovo e que é solúvel em 
água. Nas amostras (C), (E), (F), (G) e (H) da Figura 14, que correspondem à fase de fundo 
do SAB PEG 8000 + tampão fosfato/ácido cítrico a pH 3,5, às fases de fundo e de topo dos 
SAB PEG 8000 + tampão fosfato/ácido cítrico a pH 4,5 e PEG 8000 + tampão fosfato/ácido 
cítrico a pH 5,5, respetivamente, apenas a cadeia pesada de cerca de 65 kDa é detetável. Na 
amostra (D) da Figura 14, fase de topo do SAB PEG 8000 + tampão fosfato/ácido cítrico a 
pH 3,5, nenhuma proteína foi detetada pela análise, podendo esta ausência de bandas ser 
explicada por uma baixa concentração da proteína nessa fase ou por todas as proteínas 
presentes no SAB terem migrado preferencialmente para a fase de fundo. Nas amostras (E), 
(F), (G) e (H), SAB com PEG 8000 + tampão fosfato/ácido cítrico a pH 4,5 e 5,5, é possível 
observar ainda uma banda significante por volta dos 45 kDa que corresponde à β-livetina, 
também presente na FPSA (Figura (B)) e na fase de fundo do SAB PEG 8000 + tampão 
fosfato/ácido cítrico a pH 3,5 (Figura (C)).  
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Figura 14. SDS-PAGE de um gel carregado com 0.5 µg de proteína/corado com azul de Coomassie. Linha 
1 (Std): pesos moleculares Standard; Linha 2 (A): IgY comercial puro; Linha 3 (B): Fração inicial das proteínas 
da gema de ovo solúveis em água; Linha 4 (C) e Linha 5 (D): Fases de fundo e de topo, respetivamente, do 
SAB constituído por 20 % PEG 8000 + 20 % tampão fosfato/citrato a pH 3,5; Linha 6 (E) e Linha 7 (F): Fases 
de fundo e de topo, respetivamente, do SAB constituído por 20 % PEG 8000 + 20 % tampão fosfato/citrato a 
pH 4,5; Linha 8 (G) e Linha 9 (H): Fases de fundo e de topo, respetivamente, do SAB constituído por 20 % 
PEG 8000 + 20 % tampão fosfato/citrato a pH 5,5. 
 
 
Na Figura 15 apresenta-se uma segunda corrida em gel de poliacrilamida onde se mostra 
o perfil proteico da FPSA, da IgY comercial e os perfis proteicos das fases dos SAB 
realizados a pH 6,5 e 7,5. Pelas Figuras 15 (C) e (E) demonstra-se que não foi detetada 
nenhuma proteína, podendo esta ausência de bandas ser explicada pela migração das 
proteínas preferencialmente para a fase superior, ou por uma baixa concentração da proteína 
nessa fase. Para as amostras (D) e (F) da Figura 15, fases de fundo dos SAB PEG 8000 + 
tampão fosfato/ácido cítrico a pH 6,5 e PEG 8000 + tampão fosfato/ácido cítrico a pH 7,5, 
respetivamente, foi detetada a presença de ambas as cadeias correspondentes ao IgY, bandas 
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a 65 kDa e a cerca de 25 kDa, correspondendo respetivamente às cadeias pesadas e leves da 
IgY, e ainda uma banda significativa por volta dos 45 kDa, que corresponde à β-livetina. 
 
 
Figura 15. SDS-PAGE de um gel carregado com 0.5 µg de proteína/corado com azul de Coomassie. Linha 
1 (Std): pesos moleculares Standard; Linha 2 (A): IgY comercial puro; Linha 3 (B): Fração inicial das proteínas 
da gema de ovo solúveis em água; Linha 4 (C) e Linha 5 (D): Fases de fundo e de topo, respetivamente, do 
SAB constituído por 20 % PEG 8000 + 20 % tampão fosfato/citrato a pH 6,5; Linha 6 (E) e Linha 7 (F): Fases 
de fundo e de topo, respetivamente, do SAB constituído por 20 % PEG 8000 + 20 % tampão fosfato/citrato a 
pH 7,5. 
 
 
As amostras dos diferentes SAB foram posteriormente analisadas por SE-HPLC. Para 
uma melhor compreensão dos resultados, a FPSA foi analisada, Figura 16, e posteriormente 
comparada com os resultados obtidos para cada um dos SAB (PEG 8000 + tampão 
fosfato/ácido cítrico a diferentes valores de pH). Os resultados obtidos são apresentados da 
Figura 17 à Figura 21. 
Pela observação da Figura 16 é possível concluir que a FPSA contém 5 picos principais. 
O primeiro pico do cromatograma com um tempo de retenção de 15 minutos corresponde à 
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IgY (ϒ-livetina), a proteína de interesse neste estudo e que geralmente corresponde a cerca 
de 30% da FPSA. Tendo por base que existem três classes de livetinas na gema de ovo [96], 
ϒ-livetinas (180 kDa), α-livetinas (80 kDa) e β-livetinas (45 kDa), e que a relação entre elas 
na gema de ovo é de 3:2:5, o segundo e terceiro pico presentes no cromatograma e da FPSA 
(17 minutos e 18 minutos) possivelmente correspondem à albumina (maior componente das 
α-livetinas) e a β-α-2-glicoproteína (maior componente das β-livetinas), respetivamente. 
Quanto aos restantes picos, com tempo de retenção mais elevado, não dispomos de 
informação para proceder à sua identificação. 
 
 
Figura 16. Perfil cromatográfico da FPSA. 
 
No que diz respeito à purificação da IgY utilizando SAB constituídos PEG 8000 + tampão 
fosfato/ácido cítrico a diferentes valores de pH, os perfis cromatográficos obtidos por HPLC 
(Figuras 17, 18, 19, 20 e 21) demonstraram que, tal como já tinha sido reportado em outros 
estudos para o IgG, o pH tem influência no processo de purificação [89]. Pela análise da 
Figura 17, onde são apresentados os cromatogramas da FPSA e das fases superiores (topo) 
e inferiores (fundo) do SAB constituído por PEG 8000 + tampão fosfato/ácido cítrico a pH 
3,5 é possível observar que as proteínas contaminantes em maior concentração vão para a 
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fase inferior, e a IgY é degradada/desnaturada, uma vez que nos cromatogramas das duas 
fases do SAB em estudo, não aparece o pico correspondente à proteína em questão.  
 
 
Figura 17. Perfil cromatográfico da extração com SAB com tampão a pH 3,5: ( ▬ ) perfil da FPSA; ( ▬ ) 
perfil da fase inferior; ( ▬ ) perfil da fase superior. 
 
Nos SAB em que foi utilizado tampão fosfato/ácido cítrico a pH 4,5 e 5,5 (Figura 18 e 
19), verifica-se que a IgY migra na totalidade para a fase superior, enquanto que as proteínas 
contaminantes particionaram entre ambas as fases (Kcontaminates = 0,14 para o pH 4,5 e 
Kcontaminates = 0,52 para o pH 5,5).  
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Figura 18. Perfil cromatográfico da extração com SAB com tampão a pH 4,5: ( ▬ ) perfil da FPSA; ( ▬ ) 
perfil da fase inferior; ( ▬ ) perfil da fase superior. 
 
 
 
Figura 19. Perfil cromatográfico da extração com SAB com tampão a pH 5,5: ( ▬ ) perfil da FPSA; ( ▬ ) 
perfil da fase inferior; ( ▬ ) perfil da fase superior. 
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Nos SAB em que foram utilizados os tampões a pH 6,5 e 7,5 (Figura 20 e Figura 21) não 
existe seletividade para a IgY. Nestes SAB todas as proteínas da FPSA migram para a fase 
superior. 
Figura 20. Perfil cromatográfico da extração com SAB com tampão a pH 6,5: ( ▬ ) perfil da FPSA; ( ▬ ) 
perfil da fase inferior; ( ▬ ) perfil da fase superior. 
 
 
Figura 21. Perfil cromatográfico da extração com SAB com tampão a pH 7,5: ( ▬ ) perfil da FPSA; ( ▬ 
) perfil da fase inferior; ( ▬ ) perfil da fase superior. 
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Os picos dos cromatogramas que se encontram entre os 22 minutos e os 35 minutos de 
retenção nas Figuras 17 à 21, correspondem ao polímero e tampão, tendo isso sido 
comprovado pela análise dos respetivos brancos. 
Existem inúmeros fatores que podem influenciar a migração da proteína num SAB no 
decorrer do processo de extração e purificação, nomeadamente o ponto isoelétrico da 
proteína. Neste estudo, são utilizados tampões abaixo do pI da IgY (tampões a pH 3,5; 4,5 e 
5,5) e tampões dentro do pI da IgY (tampões a pH 6,5 e 7,5). Para os SAB em que foram 
utilizados os tampões a pH 3,5; 4,5 e 5,5 na sua composição, a IgY estará carregada 
positivamente, e para os tampões a pH 6,5 e 7,5 a proteína terá carga neutra. Apesar da IgY 
estar carregada de forma distinta nos diferentes tampões, este fator não justifica os resultados 
obtidos, uma vez que nos três valores de pH abaixo do pI da proteína os comportamentos 
observados são distintos.  
O efeito de salting-out é outro fator que influencia a migração das biomoléculas num 
SAB [97]. Neste trabalho, o tampão utilizado contém K2HPO4 que é um agente de salting-
out forte devido ao anião (HPO4
2-) que é um dos aniões mais fortemente hidratado segundo 
a série de Hofmeister [95]. Este anião aumenta a tensão superficial do solvente e diminui a 
solubilidade das proteínas, fortalecendo deste modo as interações hidrofóbicas [95]. Com o 
aumento do pH do tampão, maior é a quantidade de K2HPO4 na composição do tampão, logo 
é maior a concentração de HPO4
2-, aumentando o efeito de salting-out provocado pelo anião. 
Pelos resultados da Figura 22 é possível observar que com o aumento do pH, maior é a 
quantidade de proteínas na fase superior, ou seja, a fase oposta à fase rica em tampão. Tal 
facto sugere que o efeito de salting-out não pode ser desprezado na partição das proteínas 
nos sistemas estudados. 
Os valores de eficiência de extração (EEIgY), rendimento (RIgY) e pureza para a IgY 
obtidos para cada um dos SAB acima mencionados encontram-se descritos na Tabela 7, 
tendo sido calculados de acordo com as Equações 8, 9 e 10, respetivamente (as equações 
encontram-se na secção 2.2.2.4 deste trabalho). 
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Figura 22. Concentração total de proteínas em cada uma das fases nos cinco valores de pH estudados: ( 
▬ ) fase inferior; ( ▬ ) fase superior. 
 
Tabela 7. Valores de pureza (PurezaIgY), rendimento (RIgY) e eficiência de extração (EEIgY) para a IgY 
obtidos com os SAB estudados. 
SAB PurezaIgY (%) RIgY (%) EEIgY (%) 
Tampão a pH 3,5 - - - 
Tampão a pH 4,5 66,9 19,5 100 
Tampão a pH 5,5 44,3 13,6 100 
Tampão a pH 6,5 36,5 35,6 100 
Tampão a pH 7,5 65,9 60,6 100 
 
Pela análise da Tabela 7 podemos verificar que para todos os SAB estudados a IgY migra 
totalmente para a fase superior, obtendo-se uma EE% de 100 %. Ainda pela observação da 
Tabela 7, variando o pH do tampão utilizado no SAB, os valores de pureza e rendimento da 
IgY são bastante distintos. Os valores de pureza da IgY variam entre 36,5 % e 66,9 % e o 
rendimento da IgY varia entre 13,6 e 60,6 %. Para o SAB composto pelo tampão a pH 4,5 é 
alcançado o maior valor de pureza (66,9 %), enquanto para o SAB composto pelo tampão a 
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pH 6,5 é obtido o menor valor de pureza (36,5 %). Para o SAB com tampão a pH 5,5 é obtido 
o menor valor de rendimento (13,6 %) da IgY e por outro lado, para o SAB com tampão o 
pH 7,5 é obtido o maior rendimento (60,6 %) da IgY. Para o SAB com tampão a pH 3,5 não 
é apresentado qualquer valor, porque a este pH, o pico correspondente à IgY não aparece 
nos cromatogramas o que indica que toda a IgY adicionada foi degradada/desnaturada. 
Uma vez que para o SAB em que foi utilizado o tampão a pH 4,5 foi obtida uma pureza 
de 66,9 % (maior valor de pureza obtido) e para este SAB as proteínas contaminantes 
apresentam afinidade para as fases de topo e de fundo (Kcontaminates = 0,14), este sistema foi 
escolhido para ser utilizados nos ensaios seguintes. 
 
 
3.1.1.2. Purificação da IgY variando a concentração de polímero e de tampão 
Para o sistema com 20 % PEG 8000 + 20 % tampão a pH 4,5 foi obtido o valor de pureza 
da IgY mais elevado com uma migração parcial das proteínas contaminantes para a fase 
oposta àquela para que migra a IgY. Deste modo, e usando apenas tampão a pH 4,5, em 
primeiro lugar fixou-se a percentagem de polímero, PEG 8000 a 20 %, e variou-se a 
percentagem de tampão a pH 4,5, e posteriormente fez-se o inverso, fixou-se a percentagem 
de tampão a pH 4,5 em 20 %, e variou-se a percentagem de polímero (PEG 8000). Quando 
se variou a percentagem de tampão, foi possível formar SAB até uma concentração mínima 
de 12 % tampão. Por outro lado, quando se variou a percentagem de polímero, foi possível 
formar SAB até a uma composição com 5 % polímero, como demonstra a Figura 23.  
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Figura 23. Diagrama de fase para o sistema ternário constituído por PEG 8000 + tampão K2HPO4/C6H8O7 
a pH 4,5 + H2O: dados da curva binodal ( ♦ ); ajuste dos dados da binodal segundo a Equação 1 ( ▬ ); ponto 
de mistura inicial ( × ); pontos de mistura estudados ( × ).  
 
Os valores de pureza, rendimento, eficiência de extração e coeficiente de partição para a 
IgY obtidos para cada um dos SAB acima mencionados encontram-se descritos na Tabela 8 
(variação da concentração de polímero) e Tabela 9 (variação da concentração do tampão a 
pH 4,5).  
Pela análise da Tabela 8 pode-se verificar que variando a concentração do polímero no 
SAB, os valores de pureza, rendimento e eficiência de extração da IgY são bastante distintos. 
Os valores de rendimento da IgY variam entre 10,1 e 100 %, a pureza varia entre 23,4 e 70,0 
%, e os valores de EE% variam entre os 5,1 e 100 %. O mesmo acontece quando é variada 
a concentração de tampão no SAB (Tabela 9). Neste caso, os valores de rendimento variam 
entre 0,8 e 75,5 %, a pureza varia entre 12,2 e 68,5 % e os valores de EE% variam entre 5,1 
e 100 %. 
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Tabela 8. Valores de pureza (PurezaIgY), rendimento (RIgY), eficiência de extração (EEIgY) e coeficiente de 
partição (KIgY) para a IgY obtidos para os SAB estudados por alteração da concentração de polímero no sistema. 
 PEG (%) PurezaIgY (%) RIgY (%) EEIgY (%) KIgY 
P
er
c
en
ta
g
em
 d
e 
ta
m
p
ã
o
 f
ix
a
 (
2
0
 %
) 
19 28,7 11,0 100,0 - 
18 63,1 45,8 100,0 - 
17 65,5 25,6 100,0 - 
16 58,4 41,9 100,0 - 
15 62,5 21,6 100,0 - 
14 65,0 18,6 73,9 3,5 
13 64,4 46,2 84,3 6,9 
12 70,0 99,6 88,7 9,3 
11 62,4 72,3 85,1 7,7 
10 67,6 64,0 91,8 7,4 
9 57,5 100,0 78,7 7,3 
8 56,5 100,0 78,9 7,1 
7 60,5 45,77 38,7 1,4 
6 32,3 10,1 5,1 0,2 
5 23,4 20,63 9,4 0,4 
 
Tabela 9. Valores de pureza (PurezaIgY), rendimento (RIgY), eficiência de extração (EEIgY) e coeficiente de 
partição (KIgY) para a IgY obtidos para os SAB estudados por alteração da concentração de tampão no sistema. 
 Tampão (%) PurezaIgY (%) RIgY (%) EEIgY (%) KIgY 
P
er
c
en
ta
g
em
 d
e 
P
E
G
 8
0
0
0
 f
ix
a
 
(2
0
 %
) 
19 44,0 7,6 100,0 - 
18 56,2 65,8 100,0 - 
17 63,4 46,3 100,0 - 
16 63,6 75,5 100,0 - 
15 68,5 51,5 86,8 2,7 
14 52,2 18,8 19,4 0,1 
13 51,2 18,1 19,3 0,1 
12 12,2 0,8 5,1 0,01 
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De todos os pontos de mistura estudados, o melhor resultado foi obtido para a mistura 
constituída por 12 % PEG 8000 + 20 % tampão a pH 4,5, encontrando-se o perfil 
cromatográfico de ambas as fases do SAB representado na Figura 24. Para este ponto de 
mistura, a IgY não migra totalmente para a fase superior, como tinha sido observado 
anteriormente para o ponto de mistura com 20 % polímero + 20 % tampão a pH 4,5 (EEIgY 
= 100 %), tendo sido neste caso obtida uma EEIgY = 88,7 %, um KIgY = 9,3, uma PurezaIgY 
= 70,0 % e um RIgY = 99,6 %. Apesar de para este ponto de mistura (12 % PEG 8000 + 20 
% tampão a pH 4,5) a eficiência de extração ter diminuído em relação aos pontos de mistura 
realizados no capítulo 3.1.1.1, a pureza e o rendimento aumentaram significativamente. 
Tendo em conta os excelentes resultados obtidos, o ponto de mistura 12 % + 20 % tampão, 
a pH 4,5, foi escolhido para ser utilizado nos ensaios seguintes. 
 
 
Figura 24. Perfil cromatográfico da extração com SAB constituído por 12% polímero; 20% tampão a pH 
4,5: ( ▬ ) perfil da FPSA; ( ▬ ) perfil da fase inferior; ( ▬ ) perfil da fase superior. 
 
 
3.2. Sistemas ternários: PEG + tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 4,5 + H2O 
Neste trabalho foram obtidos novos diagramas de fase ternários para o tampão 
fosfato/ácido cítrico a pH 4,5 + água + PEG de diferentes pesos moleculares (10000 g.mol-
1, 6000 g.mol-1 e 4000 g.mol-1), determinados a 25°C e à pressão atmosférica, de modo a 
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inferir sobre a massa molecular do polímero e se se conseguiriam melhores resultados em 
termos de purificação e recuperação. Os valores experimentais de massa obtidos para cada 
diagrama de fase são apresentados no Apêndice A (Tabelas A 6, A 7 e A 8). Estes diagramas 
foram comparados com o diagrama obtido na secção 3.1.1.1 para o PEG 8000, encontrando-
se todos os diagramas obtidos representados na Figura 25. 
Nos SAB estudados, a fase superior corresponde à fase aquosa rica em PEG, enquanto a 
fase inferior é maioritariamente composta por tampão K2HPO4/C6H8O7 e água. Na Figura 
25 encontra-se representado o efeito do peso molecular do polímero na formação de SAB. 
As curvas de solubilidade encontram-se representadas em unidades de molalidade para uma 
melhor compreensão do impacto do peso molecular nos diagramas de fase. 
Nos diagramas de fase apresentados, a região bifásica encontra-se localizada acima da 
curva de solubilidade. Quanto maior é esta região, maior é a capacidade do polímero originar 
uma separação líquido-líquido na presença do tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 4,5. 
 
 
Figura 25. Avaliação do impacto do peso molecular do polímero em sistemas ternários constituídos por 
PEG + tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 4,5+ H2O: PEG 4000 ( ♦ ); PEG 6000 ( ♦ ); PEG 8000 ( ♦ ); PEG 10000 
( ♦ ). 
 
Como esperado, o peso molecular do polímero utilizado tem influência sob os diagramas 
de fase. Para pesos moleculares maiores, a separação das fases ocorre a uma concentração 
mais baixa de polímero e de tampão K2HPO4/C6H8O7. Em geral, a capacidade do peso 
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molecular do polímero formar SAB na presença de K2HPO4/C6H8O7 a pH 4,5 diminui na 
seguinte ordem: PEG 10000 > PEG 8000 > PEG 6000 > PEG 4000. Esta tendência já se 
encontra bem descrita na literatura para outros SAB constituídos por polímero/sal [81,91]. 
Este comportamento é consequência de uma maior hidrofobicidade apresentada pelos 
polímeros de peso molecular mais elevados, ou seja, apresentam uma menor afinidade para 
a água, e são por isso mais facilmente excluídos para uma segunda fase líquida [98].  
 
 
3.2.1. Purificação da IgY utilizando SAB constituídos por PEG + tampão 
K2HPO4/C6H8O7 a pH 4,5  
Como foi demonstrado anteriormente, para o ponto de mistura 12 % PEG 8000 + 20 % 
tampão a pH 4,5 foram obtidos excelentes resultados (EEIgY = 88,7 %, uma PurezaIgY = 70,0 
% e um RIgY = 99,6 %). Deste modo, usando o ponto de mistura referido acima, neste capítulo 
estudou-se o efeito do peso molecular do polímero na purificação da IgY. Foram estudados 
três PEGs de peso molecular diferente (10000 g.mol-1, 6000 g.mol-1 e 4000 g.mol-1). O ponto 
de mistura que se pretende estudar, com os vários polímeros de diferentes pesos moleculares, 
encontra-se na região bifásica em todos os diagramas de fase, como se pode verificar na 
Figura 24. 
Na Figura 26 é apresentada a aparência macroscópica das misturas ternárias com os 
diferentes polímeros para o ponto de mistura escolhido. Pela observação da Figura 26, é 
notório que existe uma fase sólida entre as duas fases aquosas. Este comportamento sugere 
que alguma da proteína presente no SAB sofreu precipitação. Apesar da desnaturação, as 
fases aquosas foram separadas e analisadas por SE-HPLC de modo a determinar a 
quantidade de IgY e contaminantes em cada uma das fases. 
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Figura 26. SAB formados por 12 % de PEG + 20 % tampão K2HPO4/C6H8O7 + FPSA: (A) PEG 4000; (B) 
PEG 6000; (C) PEG 8000; (D) PEG 1000. 
 
No que diz respeito à purificação da IgY utilizando SAB constituídos por polímeros de 
diferentes pesos moleculares, os perfis cromatográficos obtidos por SE-HPLC 
demonstraram que, tal como já tinha sido reportado em outros estudos para o IgG, o peso 
molecular do polímero tem influência no processo [89]. Para os diferentes pesos moleculares 
estudados, a IgY migra preferencialmente para a fase rica em PEG. Através da análise da 
Tabela 10 podemos verificar que o KIgY varia entre 5,0 e 12,8, a EE% varia entre 78,8 e 90 
%, a pureza da IgY varia entre 67,6 e 73,8 % e o rendimento varia entre 82,8 e 99,6 %.  
 
Tabela 10. Valores de pureza (PurezaIgY), rendimento (RIgY), eficiência de extração (EEIgY) e coeficiente 
de partição (KIgY) para a IgY obtidos para os SAB estudados com polímeros de diferentes pesos moleculares. 
PEG (g.mol-1) PurezaIgY (%) RIgY (%) EEIgY (%) KIgY 
4000 67,6 96,8 78,8 5,0 
6000 68,41 95,7 90,0 12,8 
8000 70,0 99,6 88,7 9,3 
10000 73,8 82,8 87,4 10,2 
 
 
O melhor resultado foi obtido para o PEG de peso molecular de 10000 g.mol-1, uma vez 
que uma das principais contaminantes (proteína com tempo de retenção de 17 minutos) vai 
na sua totalidade para a fase inferior, Figura 27. Para este sistema foi obtido um KIgY = 10,2, 
uma EE de 87,4 %, uma pureza de 73,8 % e um rendimento de 82,8 %. Estes resultados estão 
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de acordo com o reportado por Rosa et al. [89] para a purificação de IgG, onde quanto menor 
era o peso molecular do polímero utilizado, maior a quantidade de contaminantes na fase de 
topo. A migração das proteínas contaminantes para a fase oposta à fase para onde migra o 
IgY pode ser atribuído a dois efeitos diferentes. Por um lado, o decréscimo no peso molecular 
do polímero conduz a uma diminuição da exclusão (efeito de exclusão) das proteínas da fase 
rica em PEG. Por outro lado, como o comprimento da cadeia de PEG diminui, haverá menos 
grupos de óxido de etileno por molécula de PEG, para a mesma concentração de polímero, 
e portanto, a fase de topo será menos hidrofóbica [89].  
Tendo em conta os resultados obtidos, o ponto de mistura 12 % PEG 10000, 20 % tampão, 
a pH 4,5, foi escolhido para ser utilizado nos ensaios seguintes. 
 
 
Figura 27. Perfil cromatográfico da extração com SAB constituído por 12 % PEG 10000 + 20 % tampão a 
pH 4,5: ( ▬ ) perfil da FPSA; ( ▬ ) perfil da fase inferior; ( ▬ ) perfil da fase superior. 
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3.3. Remoção do polímero da fase do SAB contendo a IgY 
3.3.1. Diálise com tampão fosfato (Na2HPO4/NaH2PO4) 
A fase superior do sistema com resultados mais promissores (12 % PEG 10000 + 20 % 
tampão a pH 4,5) foi dialisada durante o período de 72 e 96 horas com tampão fosfato a pH 
7,0.  
É de notar que no início de cada diálise foi colocado 1,5 mL da fase de interesse no interior 
da membrana, tendo sido observado o aumento deste volume para 2,5 mL em ambos os 
tempos estudados, correspondendo a um fator de diluição de aproximadamente 1,7. No caso 
do volume de tampão utilizado, iniciou-se a diálise com 50 mL e também em ambos os 
casos, foi observado a sua redução para 48 mL. As amostras do interior da membrana de 
diálise (retentado) e o do exterior (dialisado) foram analisadas por SE-HPLC. Nas Figuras 
28 e 29 encontram-se os perfis cromatográficos obtidos para o retentado e para o dialisado, 
respetivamente, sendo possível observar que a diálise, mesmo após 96 horas, não foi bem-
sucedida uma vez que o pico correspondente ao polímero (pico entre os 21 e os 26 minutos) 
ainda é detetável pela análise por SE-HPLC. 
 
Figura 28. Perfil cromatográfico do retentado da diálise: fase superior do SAB antes da diálise ( ▬ ) após 
72 horas ( ▬ ); após 96 horas ( ▬ ). 
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Figura 29. Perfil cromatográfico do dialisado da diálise: fase superior do SAB antes da diálise ( ▬ ) após 72 
horas ( ▬ ); após 96 horas ( ▬ ). 
 
Pela análise da Figura 29, é ainda possível verificar que além do polímero existem 
proteínas que estão a atravessar a membrana, nomeadamente a IgY (pico por volta dos 15 
minutos) e uma das proteínas contaminantes (pico entre os 30 e os 35 minutos). A saída da 
IgY não era espectável devido ao cut-off da membrana utilizada ser de 14 kDa e a IgY ter 
um peso molecular de 180 kDa, e por isso pode-se assumir que as membranas provavelmente 
podem estar danificadas. De acordo com os resultados obtidos, declinou-se esta opção para 
a remoção do polímero. 
 
 
3.3.2. Ultrafiltração  
Tendo em conta que os resultados obtidos no processo de diálise não foram de encontro 
ao que era pretendido, recorreu-se à ultrafiltração da fase superior do sistema com resultados 
mais promissores (12 % PEG 10000; 20 % tampão a pH 4,5) com recurso a dois tipos de 
filtro, um com limite de peso molecular de 30 kDa e outro com limite de peso molecular de 
50 kDa.  
Inicialmente foi preciso determinar o número de lavagens mínimas para que todo o 
polímero fosse removido, sendo que para isso se usaram os filtros com menor limite de peso 
 64 
 
molecular (30 kDa). Após várias experiências determinou-se que seriam feitos dez ciclos de 
ultrafiltração. 
Nas Figuras 30 e 31 encontram-se os cromatogramas obtidos por SE-HPLC da fase rica 
em polímero e IgY antes e após a ultrafiltração. No caso da ultrafiltração com o filtro de 30 
kDa (Figura 30), foi possível observar que após as dez lavagens todo o polímero foi 
removido, tal como a proteína contaminante com maior tempo de retenção, no entanto 
verifica-se uma perda de IgY, uma vez que a fase ultracentrigugada continha 4,5 µg de IgY 
e no fim o concentrado apenas continha 1,2 µg. Como nos filtrados que foram recolhidos ao 
longo das lavagens não é detetada a saída de IgY, é possível que esta tenha ficado retida no 
filtro aquando da passagem do concentrado manualmente para um eppendorf limpo.  
Figura 30. Cromatograma dos resultados da ultrafiltração com o filtro de 30 kDa: FS contendo a IgY 
antes da ultrafiltração ( ▬ ); após a ultrafiltração ( ▬ ). 
 
No caso da ultrafiltração com o filtro de 50 kDa (Figura 31), foi possível observar que 
após as dez lavagens todo o polímero foi removido, tal como a proteína contaminante com 
maior tempo de retenção, tendo sido obtida uma pureza da IgY de 76,5 %. Mais ainda, é 
possível afirmar que durante o processo de ultrafiltração não houve perda de IgY, uma vez 
que na fase ultracentrifugada havia 4,5 µg e no fim, no concentrado havia 4,5 µg. 
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Assim sendo, a ultrafiltração com o filtro de 50 kDa foi a que permitiu obter os melhores 
resultados, sendo alcançada a total remoção do polímero da amostra de interesse sem perda 
da proteína de interesse.  
 
Figura 31. Cromatograma dos resultados da ultrafiltração com o filtro de 50 kDa: FS contendo a IgY 
antes da ultrafiltração ( ▬ ); após a ultrafiltração ( ▬ ). 
 
 
3.4. Estudo da estrutura secundária da proteína 
3.3.1. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 
A espectroscopia de infravermelho é uma das técnicas mais antigas e bem estabelecidas 
para a análise da estrutura secundária de proteínas. Das nove bandas de absorção de 
infravermelho (IV), a banda da amida I (1700 a 1600 cm-1) é a região mais sensível aos 
componentes da estrutura secundária da proteína, devendo-se quase inteiramente às 
vibrações C=O das ligações peptídicas (aproximadamente 80 %), fornecendo informação 
sobre o folding/unfolding e da estabilidade da proteína [99]. Esta informação é relevante, 
uma vez que alterações conformacionais na estrutura das proteínas podem estar associadas 
à perda das suas propriedades funcionais. Assim sendo, a fase superior do melhor sistema 
estudado (12 % PEG 10000 + 20 % tampão a pH 4,5), juntamente com a FPSA e a IgY 
purificada através de um kit comercial foram analisadas por FTIR na gama de comprimento 
de onda (λ) da amida I, Figura 32. Posteriormente, os dados obtidos foram tratados pelo 
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PeakFit de modo a obtermos os espectros correspondentes à segunda derivada, que permitem 
determinar a quantidade percentual de hélices α, folhas β, voltas β e de estruturas não 
ordenadas.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Transformada de Fourier para a Amida I (1700 – 1600 cm-1): FPSA ( ▬ ); IgY em PBS, 
purificada através de um kit comercial ( ▬ ); Fase superior do SAB com PEG 10000 e tampão a pH 4,5 ( ▬ ). 
 
Na literatura existem várias tabelas de atribuições de banda para espectros de FTIR em 
água (Tabela 11), sendo que dependendo da tabela escolhida podem ser obtidos resultados 
diferentes. Os resultados mais concordantes com o observado pelo espectro da segunda 
derivada (Figura 33) foram obtidos quando utilizados os intervalos dos artigos b e c, assim 
sendo, foram estes que foram utilizados como base para calcular as percentagens de cada 
uma das estruturas nas amostras. 
Na Figura 33 encontra-se representado um espectro das segundas derivadas de FTIR das 
amostras analisadas. A segunda derivada da fase superior do melhor SAB estudado (FS) 
apresenta 8,9 % de hélices α, 18,6 % de estruturas não ordenadas e 12,9 % de voltas β. Um 
comportamento similar é apresentado pela FPSA onde 9,0 % são hélices α, 18,9 % são 
estruturas não ordenadas e 13,2 % são voltas β. Nos três tipos de estruturas referidas 
anteriormente, é importante salientar que em todos os casos, as percentagens apresentadas 
pela FPSA são superiores, o que era espectável, uma vez que a FPSA é menos pura do que 
a FS, podendo estas proteínas presentes na FPSA contribuírem para a diferença apresentada. 
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Tabela 11. Comparação de intervalos de atribuição de bandas para espectros de FTIR em água. 
Estrutura Artigo [100] (a) Artigo [101] (b) Artigo [102] (c) 
Hélice α 1650-1658 1648-1657 1648-1657 
Folhas β 
1615-1620 
1628-1645 
1686-1697 
1610-1623 
1623-1641 
1686-1692 
1623-1641 
1674-1695 
Não ordenadas 1640-1650 1642-1657 1642-1657 
Voltas β 
1660-1667 
1676-1680 
1662-1686 1662-1686 
 
 
No que diz respeito às regiões correspondentes à folha β nativa (1641-1623 cm-1) e à folha 
β desnaturada (1623-1610 cm-1), o comportamento da FS é mais similar ao da IgY purificada 
através do kit comercial, apresentando 7,2 % de folhas β intermoleculares (desnaturada) e 
47,9 % de folhas β intramoleculares (nativa), enquanto a IgY em PBS apresenta 6,9 %, e 
46,0 %, respetivamente. A maior quantidade de folhas β presente na FS pode dever-se ao 
facto desta amostra não se encontrar tão pura quanto a IgY obtida através do kit de 
purificação comercial. 
 
 
Figura 33. Espectro da segunda derivada de FTIR: FPSA (- -); IgY em PBS, purificada através de um kit 
comercial ( ▬ ); Fase superior do SAB com PEG 10000 e tampão a pH 4,5 ( ▬ ); diminuição da % de estruturas 
(↑); aumento da % de estruturas (↓). 
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É importante salientar que estas três amostras não se encontravam nas mesmas condições, 
uma vez que as três soluções apresentam quantidades de proteínas diferentes, sendo que a 
FS tem mais proteínas que a IgY purificada pelo kit e a FPSA tem mais proteínas do que a 
FS. Uma vez que a análise de FTIR se baseia na comparação dos espectros da segunda 
derivada entre uma amostra “padrão” e a amostra em estudo, estas diferenças de condições 
podem ter afetado os resultados obtidos. O ideal para este estudo seria ter uma FS em que o 
IgY estivesse puro, de modo a estar nas mesmas condições que a IgY purificada pelo kit 
(sendo este o padrão). 
 
 
 
 
3.3. Conclusões 
Neste trabalho, foram determinados novos diagramas de fase para SAB constituídos por 
PEG 8000, tampão K2HPO4/C6H8O7 (a diferentes valores de pH) e água, bem como 
constituídos por PEG 10000, PEG 6000 e PEG 4000, com tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 
4,5. Após a caracterização adequada destes SAB (determinação de TLs e TLLs), estes foram 
utilizados na extração/purificação da IgY a partir da gema de ovo. A diversidade do peso 
molecular do polímero utilizado e o valor de pH, bem como a percentagem de cada 
componente no sistema, conduziu a diferentes resultados revelando diferentes 
comportamentos na migração da proteína de interesse, IgY, e das proteínas contaminantes. 
Foram realizadas três abordagens diferentes durante o decorrer deste trabalho. 
Inicialmente, começou-se por escolher um ponto de mistura fixo para os SAB constituídos 
por PEG 8000 e avaliou-se o efeito do pH do tampão fosfato/ácido cítrico. Nestes sistemas, 
os melhores resultados foram obtidos quando foi utilizado o tampão a pH 4,5 e pH 5,5 na 
formação do SAB. Contudo, para o SAB com tampão a pH 4,5 existe uma maior quantidade 
de proteínas contaminantes a migrarem para a fase de fundo, aumentando o fator de 
purificação da proteína de interesse, a IgY.  
Em conformidade com os resultados descritos anteriormente, o tampão a pH 4,5 foi 
escolhido para ser utilizado no estudo da influência da concentração de polímero e de sal na 
migração da IgY e das proteínas contaminantes da FPSA. De acordo com esta investigação, 
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o ponto de mistura 12 % polímero + 20 % tampão demonstrou resultados extraordinários, 
com uma pureza da IgY de 70 % e um rendimento de 99,6 %.  
Por fim, foi testado o efeito do peso molecular de diferentes PEGs (SAB constituído por 
12% PEG + 20% tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 4,5) e verificou-se que quanto maior é o 
peso molecular do polímero utilizado, menor é a migração das proteínas contaminantes para 
a fase de topo, aumentando deste modo a pureza da IgY na fase superior. Para o SAB 
constituído por PEG 10000 (PEG de maior peso molecular usado nesta investigação), a 
pureza da IgY é de 73,8 % e o rendimento de 82,8 %. 
No que diz respeito à remoção do polímero da fase em que se encontrava a proteína de 
interesse, foram testados métodos como a diálise e a ultrafiltração, sendo que a total remoção 
do polímero foi alcançada com a ultrafiltração em que foram utilizados filtros com limite de 
peso molecular de 50 kDa, sem que tenha havido perda de IgY no decorrer do processo e 
com um aumento da pureza para 76,5 %. 
Em suma, neste trabalho foram obtidos grandes avanços, relativamente ao reportado até 
então na literatura. De acordo com os resultados, pode-se afirmar que o pH do SAB tem uma 
grande influência no processo de extração e purificação da IgY, bem como a concentração 
dos constituintes e o peso molecular do polímero utilizado.  
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4. Conclusões finais 
 
55 
 
 
  
 56 
 
4.1. Conclusões gerais e sugestões de trabalho futuro 
Neste trabalho, estudou-se um novo método para purificar a IgY a partir da gema de ovo. 
Foram estudados vários SAB, constituídos por polietilenoglicol e tampão fosfato/ácido 
cítrico, tendo sido avaliado o efeito da variação do pH, tal como a concentração de sal e 
polímero e o peso molecular deste na purificação de IgY. A utilização de tampão a diferentes 
valores de pH mostrou ter influência no processo de extração e purificação da IgY, sendo 
que para valores de pH entre 4,5 e 5,5 foram obtidos os resultados mais promissores. 
 Apesar dos resultados obtidos serem extraordinários, não foi alcançada a purificação da 
IgY num único passo, sendo por isso importante continuar a investigar, de modo a otimizar 
o processo de extração e purificação. A cromatografia de força centrífuga de duas fases 
líquidas (Centrifugal Partition Chromatography) é uma opção viável para remover a 
proteína contaminante restante da fase contendo a proteína de interesse, devendo ser 
explorada como estratégia futura. 
 Com base nos resultados obtidos no decorrer deste trabalho, a ultrafiltração parece ser 
um método eficaz para a remoção do polímero. Deste modo, no futuro seria interessante 
utilizar filtros com limite de peso molecular de 100 kDa, para tornar o processo mais rápido 
e sem perda da IgY. Além disso, após a purificação completa da IgY devem ser realizados 
testes adicionais sobre a estabilidade e atividade do anticorpo de modo a garantir que a 
viabilidade da sua aplicação em imunoterapia passiva após o processo de purificação. 
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A.1. Dados experimentais da curva binodal para os sistemas compostos por PEG 
300 + Na2SO4 + H2O 
Os diagramas de fase para o sistema ternário constituído por PEG 300 + Na2SO4 + 
H2O obtidos neste trabalho e o reportado na literatura encontram-se na Figura A 1. 
 
Figura A 1. Diagramas de fase para o sistema ternário constituído por PEG 300 + Na2SO4 + H2O a 25 
°C: dados deste trabalho ( ♦ ); dados da literatura ( ♦ ) [91]. 
 
 
 
A.2. Dados experimentais da curva binodal para os sistemas compostos por PEG 
+ tampão K2HPO4/C6H8O7 + H2O 
As massas obtidas experimentalmente para a determinação dos diagramas de fase para 
os sistemas compostos por PEG 8000+ K2HPO4/C6H8O7 (a diferentes valores de pH) + 
H2O encontram-se nas Tabelas A 1, A 2, A 3, A 4 e A 5. 
Os dados apresentados nas Tabelas A 6, A 7 e A 8 correspondem às massas obtidas 
experimentalmente para a determinação dos diagramas de fase para os sistemas 
compostos por K2HPO4/C6H8O7 a pH 4,5 + H2O + PEG, tendo o PEG pesos moleculares 
de 10000 g.mol-1; 6000 g.mol-1 e 4000 g.mol-1.  
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Tabela A 1. Frações mássicas obtidas experimentalmente para os sistemas constituídos por PEG 8000 
(1) + K2HPO4/C6H8O7 (2) + H2O (3) a 25 °C e pressão atmosférica.  
  
Tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 3.5 (±0.2) 
(1) (2) 
52,199 
40,446 
35,667 
32,494 
28,386 
25,106 
23,090 
20,910 
19,142 
17,021 
12,879 
5,863 
7,908 
9,536 
10,896 
12,500 
14,054 
14,947 
16,050 
16,958 
18,173 
23,286 
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Tabela A 2. Frações mássicas obtidas experimentalmente para os sistemas constituídos por PEG 8000 
(1) + K2HPO4/C6H8O7 (2) + H2O (3) a 25 °C e pressão atmosférica. 
 
Tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 4.5 (±0.2) 
(1) (2) (1) (2) (1) (2) 
52,966 
46,630 
41,224 
37,789 
32,874 
30,325 
29,070 
28,051 
27,118 
26,266 
25,715 
24,925 
24,331 
23,487 
22,849 
22,564 
22,139 
21,336 
20,763 
20,302 
19,940 
19,823 
19,263 
3,609 
5,324 
6,040 
7,006 
7,496 
8,398 
8,673 
9,014 
9,347 
9,686 
9,820 
9,942 
10,301 
10,404 
10,605 
10,733 
10,904 
11,221 
11,396 
11,608 
11,763 
11,733 
11,935 
18,677 
18,359 
18,206 
17,592 
17,514 
17,304 
16,943 
16,470 
16,091 
16,088 
15,664 
15,101 
14,707 
14,304 
13,958 
13,781 
13,572 
13,330 
13,025 
12,788 
12,544 
12,265 
12,114 
12,195 
12,316 
12,377 
12,739 
12,807 
12,781 
12,907 
13,136 
13,324 
13,470 
13,500 
13,847 
14,036 
14,196 
14,376 
14,565 
14,587 
14,673 
14,852 
14,959 
15,057 
15,228 
15,299 
11,835 
10,999 
8,903 
7,829 
2,741 
1,181 
15,548 
16,206 
17,266 
18,186 
21,258 
29,464 
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Tabela A 3. Frações mássicas obtidas experimentalmente para os sistemas constituídos por PEG 8000 
(1) + K2HPO4/C6H8O7 (2) + H2O (3) a 25 °C e pressão atmosférica. 
 
Tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 5.5 (±0.2) 
(1) (2) (1) (2) (1) (2) 
57,078 
47,387 
41,923 
38,966 
32,203 
30,016 
28,793 
27,537 
26,433 
25,656 
24,980 
23,975 
23,275 
22,708 
21,908 
21,152 
20,677 
20,190 
19,538 
18,880 
18,511 
17,933 
17,576 
17,249 
16,951 
16,695 
16,377 
16,026 
15,745 
15,498 
1,485 
2,895 
3,280 
3,757 
4,340 
4,737 
5,109 
5,488 
5,702 
5,881 
6,231 
6,399 
6,672 
6,815 
7,089 
7,131 
7,370 
7,582 
7,803 
7,934 
8,141 
8,322 
8,400 
8,514 
8,642 
8,555 
8,738 
8,812 
8,956 
9,313 
15,465 
15,081 
14,737 
14,347 
14,176 
14,151 
13,880 
13,707 
13,699 
13,465 
13,262 
13,019 
12,826 
12,762 
12,567 
12,411 
12,273 
12,104 
11,935 
11,769 
11,752 
11,602 
11,250 
11,224 
11,118 
10,986 
10,835 
10,700 
10,634 
10,494 
9,086 
9,168 
9,380 
9,408 
9,574 
9,767 
9,633 
10,000 
9,742 
9,859 
9,956 
10,047 
10,143 
10,437 
10,180 
10,299 
10,368 
10,468 
10,549 
10,625 
10,845 
10,719 
10,821 
11,063 
10,901 
10,969 
11,058 
11,339 
11,054 
11,131 
10,361 
10,244 
10,137 
10,019 
9,892 
9,699 
9,578 
9,561 
9,342 
9,244 
9,071 
8,965 
8,964 
8,771 
8,661 
8,587 
8,495 
8,470 
8,419 
8,340 
7,791 
6,949 
6,139 
5,357 
4,446 
3,446 
2,963 
2,346 
2,344 
1,274 
0,700 
11,214 
11,260 
11,323 
11,377 
11,415 
11,609 
11,880 
11,622 
11,735 
11,781 
11,840 
12,168 
11,884 
12,073 
12,122 
12,170 
12,215 
12,499 
12,243 
12,274 
12,842 
13,150 
13,590 
14,078 
14,689 
15,422 
15,554 
15,970 
15,991 
17,022 
30,043 
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Tabela A 4. Frações mássicas obtidas experimentalmente para os sistemas constituídos por PEG 8000 
(1) + K2HPO4/C6H8O7 (2) + H2O (3) a 25 °C e pressão atmosférica. 
 
Tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 6.5 (±0.2) 
(1) (2) (1) (2) (1) (2) 
58,065 
50,068 
44,315 
40,875 
36,639 
32,740 
28,455 
27,938 
27,053 
26,223 
25,570 
24,377 
23,246 
22,220 
21,391 
20,600 
19,940 
19,127 
18,461 
17,836 
17,277 
16,806 
16,236 
15,703 
15,445 
15,012 
14,785 
14,353 
14,053 
13,788 
13,444 
13,168 
12,932 
12,723 
12,503 
0,966 
1,736 
2,231 
2,980 
3,418 
4,134 
4,321 
4,514 
4,670 
4,794 
5,170 
5,421 
5,668 
5,759 
6,081 
6,204 
6,445 
6,585 
6,763 
6,962 
7,062 
7,246 
7,280 
7,440 
7,642 
7,662 
7,826 
7,928 
7,991 
8,163 
8,213 
8,267 
8,389 
8,555 
8,591 
12,296 
12,098 
11,873 
11,666 
11,416 
11,224 
11,024 
10,800 
10,594 
10,396 
10,204 
10,057 
9,854 
9,694 
9,504 
9,372 
9,272 
9,150 
9,129 
9,016 
8,928 
8,842 
8,700 
8,627 
8,528 
8,513 
8,446 
8,343 
8,195 
8,098 
7,985 
7,907 
7,907 
7,766 
7,666 
8,660 
8,781 
8,859 
8,960 
9,009 
9,098 
9,190 
9,246 
9,320 
9,388 
9,440 
9,536 
9,570 
9,648 
9,637 
9,686 
9,731 
9,843 
9,791 
9,819 
9,817 
9,887 
9,893 
9,962 
9,989 
10,136 
10,012 
10,119 
10,154 
10,201 
10,193 
10,275 
10,398 
10,311 
10,347 
7,556 
7,450 
7,401 
7,357 
7,244 
7,217 
7,161 
7,125 
7,068 
7,026 
6,974 
6,807 
6,717 
6,623 
6,552 
6,502 
6,444 
6,369 
6,364 
6,293 
6,193 
6,126 
6,071 
6,001 
5,930 
5,638 
4,835 
4,038 
3,304 
2,269 
2,571 
 
10,431 
10,402 
10,415 
10,466 
10,492 
10,806 
10,514 
10,533 
10,571 
10,599 
10,660 
10,779 
10,744 
10,813 
10,807 
10,839 
10,839 
10,875 
11,121 
10,937 
11,013 
10,991 
11,017 
11,074 
11,056 
11,500 
11,836 
12,167 
12,699 
13,478 
29,114 
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Tabela A 5. Frações mássicas obtidas experimentalmente para os sistemas constituídos por PEG 8000 
(1) + K2HPO4/C6H8O7 (2) + H2O (3) a 25 °C e pressão atmosférica. 
 
Tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 7.5 (±0.2) 
(1) (2) (1) (2) (1) (2) 
57,503 
47,283 
41,452 
35,732 
31,967 
28,913 
26,528 
24,941 
23,961 
22,582 
21,539 
20,291 
19,492 
18,533 
17,753 
17,141 
16,390 
15,802 
15,265 
14,804 
14,706 
14,245 
14,065 
13,784 
13,374 
13,334 
13,097 
13,085 
12,792 
12,506 
12,425 
12,145 
11,889 
11,641 
11,560 
1,253 
1,571 
2,297 
2,859 
3,317 
3,521 
4,028 
4,108 
4,479 
4,614 
4,926 
5,098 
5,416 
5,565 
5,724 
5,923 
6,031 
6,156 
6,290 
6,414 
6,402 
6,576 
6,579 
6,651 
6,668 
6,752 
6,846 
6,894 
6,984 
7,045 
7,119 
7,136 
7,255 
7,314 
7,350 
11,334 
11,301 
11,107 
10,923 
10,869 
10,668 
10,523 
10,411 
10,174 
10,165 
9,991 
9,851 
9,811 
9,620 
9,361 
9,140 
8,976 
8,974 
8,841 
8,683 
8,575 
8,551 
8,418 
8,269 
8,213 
8,153 
8,031 
7,894 
7,789 
7,658 
7,548 
7,437 
7,327 
7,207 
7,156 
7,436 
7,323 
7,491 
7,556 
7,551 
7,658 
7,695 
7,739 
7,833 
7,761 
7,836 
7,979 
7,934 
8,029 
8,088 
8,120 
8,151 
8,285 
8,218 
8,253 
8,445 
8,318 
8,402 
8,440 
8,636 
8,490 
8,557 
8,581 
8,625 
8,663 
8,702 
8,758 
8,821 
8,837 
8,910 
6,709 
6,682 
6,597 
6,498 
6,442 
6,352 
6,265 
6,218 
6,199 
6,109 
6,040 
5,951 
5,889 
5,828 
5,765 
5,702 
5,209 
4,651 
4,052 
3,426 
2,805 
2,144 
1,412 
1,630 
 
9,178 
9,027 
9,075 
9,070 
9,143 
9,161 
9,178 
9,372 
9,221 
9,219 
9,252 
9,259 
9,280 
9,295 
9,330 
9,339 
9,743 
10,009 
10,215 
10,450 
10,840 
11,284 
11,713 
29,661 
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Tabela A 6. Frações mássicas obtidas experimentalmente para os sistemas constituídos por PEG 4000 
(1) + K2HPO4/C6H8O7 (2) + H2O (3) a 25 °C e pressão atmosférica. 
 
PEG 4000 + Tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 4.5 (±0.2) + H2O 
(1) (2) (1) (2) (1) (2) 
49,626 
36,213 
30,013 
29,177 
28,490 
27,739 
27,071 
26,793 
26,331 
25,799 
25,304 
24,884 
24,537 
24,090 
23,450 
23,178 
22,824 
22,408 
21,975 
21,558 
21,312 
20,951 
20,622 
5,296 
7,6750 
9,878 
10,300 
10,417 
10,778 
10,917 
10,953 
11,146 
11,373 
11,591 
11,733 
11,847 
12,024 
12,250 
12,343 
12,443 
12,660 
12,802 
12,996 
13,076 
13,292 
13,404 
20,288 
20,026 
19,690 
19,169 
18,760 
18,399 
18,168 
17,829 
17,459 
17,273 
17,119 
16,784 
16,626 
16,297 
15,947 
14,396 
13,902 
13,397 
12,832 
12,306 
11,748 
11,132 
10,587 
13,591 
13,674 
13,737 
14,072 
14,335 
14,538 
14,583 
14,800 
15,005 
15,096 
15,195 
15,375 
15,443 
15,654 
15,869 
16,347 
16,661 
16,962 
17,335 
17,702 
18,083 
18,486 
18,997 
9,928 
9,286 
8,552 
7,800 
7,092 
6,309 
5,305 
4,351 
4,037 
2,575 
19,400 
19,838 
20,304 
20,783 
21,479 
21,991 
22,909 
23,534 
24,779 
29,318 
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Tabela A 7. Frações mássicas obtidas experimentalmente para os sistemas constituídos por PEG 6000 
(1) + K2HPO4/C6H8O7 (2) + H2O (3) a 25 °C e pressão atmosférica. 
 
PEG 6000 +Tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 4.5 (±0.2) + H2O 
(1) (2) (1) (2) (1) (2) 
50,637 
46,103 
42,735 
39,174 
36,415 
34,269 
32,180 
30,737 
29,334 
29,312 
28,119 
27,075 
26,167 
25,492 
25,446 
25,138 
24,923 
24,054 
22,610 
21,812 
20,936 
19,958 
19,145 
4,776 
5,349 
5,934 
6,573 
7,023 
7,516 
7,970 
8,403 
8,986 
8,744 
9,151 
9,494 
9,885 
9,998 
10,224 
10,129 
10,197 
10,733 
11,273 
11,593 
11,949 
12,311 
12,669 
18,795 
18,338 
17,860 
17,308 
16,890 
16,402 
15,947 
15,565 
15,088 
14,176 
13,559 
12,971 
12,454 
11,869 
11,511 
10,914 
10,128 
9,455 
8,573 
7,614 
6,828 
6,016 
5,194 
12,833 
13,009 
13,238 
13,515 
13,740 
13,974 
14,184 
14,379 
14,761 
15,190 
15,575 
15,864 
16,173 
16,526 
16,705 
17,221 
17,603 
18,208 
18,671 
19,099 
19,709 
20,180 
20,683 
4,292 
3,469 
2,602 
2,119 
21,387 
22,235 
23,047 
29,551 
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Tabela A 8. Frações mássicas obtidas experimentalmente para os sistemas constituídos por PEG 10000 
(1) + K2HPO4/C6H8O7 (2) + H2O (3) a 25 °C e pressão atmosférica. 
 
PEG 10000 + Tampão K2HPO4/C6H8O7 a pH 4.5 (±0.2) + H2O 
(1) (2) (1) (2) (1) (2) 
52,275 
39,012 
37,228 
35,939 
34,593 
33,238 
32,177 
31,386 
30,817 
29,835 
28,792 
28,046 
27,211 
26,485 
25,735 
25,138 
24,488 
23,401 
23,967 
23,286 
22,815 
22,295 
21,809 
21,725 
21,390 
20,971 
20,970 
3,930 
6,521 
6,778 
7,084 
7,491 
7,646 
7,937 
8,076 
8,295 
8,627 
8,961 
9,124 
9,372 
9,582 
9,820 
9,970 
10,188 
10,404 
10,348 
10,477 
10,673 
10,835 
10,969 
10,963 
11,042 
11,252 
11,199 
20,547 
20,334 
20,141 
19,897 
19,768 
19,603 
19,283 
19,272 
18,900 
18,586 
18,308 
18,187 
18,030 
17,753 
17,583 
17,484 
17,235 
17,012 
16,982 
16,744 
16,537 
16,459 
16,292 
15,589 
15,204 
14,852 
14,312 
11,420 
11,501 
11,612 
11,627 
11,734 
11,806 
11,964 
11,985 
12,112 
12,264 
12,373 
12,372 
12,480 
12,584 
12,581 
12,685 
12,787 
12,841 
12,888 
12,987 
13,056 
13,103 
13,104 
13,461 
13,676 
13,848 
14,119 
13,821 
13,375 
12,187 
11,638 
10,955 
10,378 
9,768 
8,982 
8,147 
7,251 
6,393 
5,374 
4,575 
3,574 
2,721 
2,459 
14,380 
14,690 
15,261 
15,632 
16,033 
16,318 
16,704 
17,151 
17,559 
18,172 
18,730 
19,239 
19,776 
20,420 
21,299 
29,377 
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Apêndice B: curvas de calibração 
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B.1. Curvas de calibração para a determinação da quantidade total de proteínas 
Nas Figuras B 1, B 2 e B 3 encontram-se as curvas de calibração utilizadas neste 
trabalho (absorbância vs. concentração total de proteína). As curvas de calibração foram 
feitas com IgY. 
 
Figura B 1. Curva de calibração para a concentração total de proteína a λ = 280 nm. 
Figura B 2. Curva de calibração para a concentração total de proteína a λ = 280 nm. 
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Figura B 3. Curva de calibração para a concentração total de proteína a λ = 280 nm. 
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Apêndice C: composição do tampão 
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C.1. Composição mássica do tampão K2HPO4/C6H8O7 aos diferentes valores de 
pH 
Todas as soluções de tampão K2HPO4/C6H8O7 utilizados no decorrer deste trabalho 
foram preparadas a 30 % (m/m) para os diferentes valores de pH. As composições 
mássicas de cada um encontra-se na Tabela C 1.  
 
Tabela C 1. Composições mássicas das soluções de tampão K2HPO4/C6H8O7 aos diferentes valores 
de pH. 
Valor de 
pH 
Massa de 
C6H8O7 
Massa de 
K2HPO4 
Massa de 
H2O 
Razão 
K2HPO4/C6H8O7 
3,5 1,574 1,503 5,505 0,955 
4,5 3,829 6,001 16,513 1,567 
5,5 2,794 8,102 18,022 2,899 
6,5 0,595 3,004 5,725 5,053 
7,5 0,223 3,500 5,722 15,718 
 
 
 
